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PI3K      Phosphoinositid‐3‐Kinase 
PKB      Proteinkinase B 
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Im  Jahr  2010  verstarben  in  Deutschland  352.689  Menschen  an  den  Folgen  von  Herz‐/ 
Kreislauferkrankungen,  damit  waren  diese  mit  41,1%  aller  Sterbefälle  die  häufigste 
Todesursache.  Zu  den  Herz‐/Kreislauferkrankungen  zählt  unter  anderem  der  akute  oder 
rezidivierende Myokardinfarkt,  an dem  im  Jahr 2010 59.107 Menschen  verstarben. Damit 
war  der  Myokardinfarkt  die  häufigste  Einzeltodesursache  (Pressemitteilung  Nr.  354  des 
Statistischen Bundesamtes vom 23.09.2011).  
Entsprechend  der  Diagnose  im  EKG  lassen  sich  Patienten  mit  Myokardinfarkt  in  zwei 
verschiedene  Gruppen  einteilen.  Zum  einen  sind  dies  Patienten,  bei  denen  im  EKG  ein 
Befund  mit  Hebung  der  ST‐Strecke  und  zum  anderen  Patienten,  bei  denen  keine  ST‐





im  Verlauf  der  Degeneration  der  Gefäßwand  bei  Artheriosklerose.  Sie  bestehen  unter 
anderem  aus  Bindegewebe,  kristallinem  Cholesterol,  Makrophagen,  T‐Lymphozyten  und 
thrombotischen Material [4]. Nach dem thrombotischen Verschluss kommt es in dem durch 
die  Koronararterie  versorgten  Gebiet  zur  Ischämie  des  Gewebes.  Dort  kann  infolge  des 
Sauerstoffmangels  keine  Energie  mehr  über  die  oxidative  Phosphorylierung  hergestellt 




Verlauf  der  Ischämie  von  subendokardial  nach  subepikardial  ausbreitet  („wavefront 
phenomenon“) [6]. Somit gilt die möglichst zeitnahe Reperfusion des ischämischen Gewebes 
als  die  Therapie  der  Wahl.  Als  optimale  Therapie  gilt  dabei  die  perkutane 
Koronarintervention,  bei  der  das  verschlossene  Gefäß  z.B.  mittels  Ballonkatheter 
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rekanalisiert wird  [3]. Dabei  zeigt  sich  allerdings,  dass  es  durch  die  Reperfusion  zu  einer 
weiteren Schädigung des betroffenen Gewebes kommt [7]. 
Braunwald  und  Kloner  beschreiben  die  Reperfusion  des  Myokards  als  „zweischneidiges 
Schwert“, da diese von einer beschleunigten Nekrose der Kardiomyozyten und kontraktilen 
Dysfunktion des Myokards („myocardial stunning“) begleitet wird [8]. 
Die  zusätzliche  Schädigung  des  Myokards  durch  die  Reperfusion  wird  als 
„Reperfusionssyndrom“  bezeichnet.  Dieses  beinhaltet  neben  der  oben  genannten 
myokardialen Dysfunktion  und  der Nekrose  der  Kardiomyozyten  außerdem  das Auftreten 
von  Arrhythmien  sowie  das  „no‐Reflow“  Phänomen.  Letzteres  ist  durch  endotheliale 
Dysfunktion  infolge  gestörter  Vasodilatation  und  gleichzeitig  vermehrte  Produktion  von 
Vasokonstriktoren  wie  z.B.  Endothelin  I  gekennzeichnet.  Weiterhin  führen 
Plättchenaggregate und neutrophile Granulozyten zu einer mikrovaskulären Obstruktion. Die 
Kombination  beider  Phänomene  im  betroffenen  Gebiet  führt  zu  einer  persistierenden 
Minderdurchblutung im eigentlich reperfundierten Gewebe [9, 10]. 
Es werden  verschiedene  pathophysiologische Mechanismen wie  zum  Beispiel  die  Bildung 
von  reaktiven  Sauerstoffspezies  (ROS),  Inflammation  mit  Aktivierung  von  neutrophilen 
Granulozyten  sowie  verschiedene metabolische  Störungen wie  der  sogenannte  „Calcium‐
Overload“  der Herzmuskelzelle  als Ursache  für  das  „Reperfusionssyndrom“  diskutiert  [10, 
11].  
Sobald  das  ischämische  Gebiet  wieder  reperfundiert  wird,  entstehen  aus  molekularem 
Sauerstoff  Superoxidanionen  und  Hydroxylradikale,  welche  die  Lipidmembran  der  Zellen 
irreversibel  schädigen  können  und  durch  eine  verstärkte  Expression  von  endothelialen 
Adhäsionsmolekülen  wie  P‐Selektin  (GMP‐140)  die  Infiltration  von  neutrophilen 
Granulozyten  vermitteln  [12‐14].  Neben  ROS  kommt  es  auch  durch  Faktoren  wie 
Komplementfaktor C5a und Zytokine wie Tumornekrosefaktor α (TNFα), Interleukin‐1 (IL 1), 
Interleukin‐6  (IL  6)  und  Interleukin‐8  (IL  8)  zu  einer  Aktivierung  von  neutrophilen 
Granulozyten [15]. So zeigten McManus et al. immunhistologisch eine weite Verbreitung der 
Komplementfaktoren  C3,  C4  und  C5  im  Infarktgebiet  24  Stunden  nach  Ligatur  der  linken 
Koronaraterie  [16]. Nach  der Aktivierung  setzen  neutrophile Granulozyten wiederum ROS 





von  Kalziumionen  im  Zytosol  der  Kardiomyozyten.  Werden  die  Zellen  im  Verlauf  der 
Reperfusion wieder mit Energie versorgt,  liegt  initial noch ein sehr hoher Kalziumspiegel  im 
Zytosol vor, welcher zu einer exzessiven Aktivierung der Myofibrillen und schließlich zu einer 
Hyperkontraktion  der Herzmuskelzellen  führt. Diese Hyperkontraktionen  können  zu  einer 
irreversiblen Schädigung des Zytoskeletts führen [18]. 
Im Tiermodell  ist es bereits vielfach gelungen das Reperfusionssyndrom zu modulieren und 
den  Schaden einzugrenzen.  Leider konnte bisher  kaum einer dieser Ansätze erfolgreich  in 









angeborenen  Immunabwehr,  zu  der  Makrophagen,  dendritische  Zellen,  natürliche 





als  Pattern  Recognition  Receptors  (PRRs)  bezeichnet,  die  spezifische  pathogen  assoziierte 
Strukturen (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) erkennen.  





Mutationen, da  solche  in der Regel  letale Auswirkungen auf den Mikroorganismus haben. 
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Abwehr  von  Pilzinfektionen  zukommt  [24].  1997 wurde  das  erste  humane Homolog  zum 
Drosophila „Toll“ durch Charles A. Janeway jr. beschrieben [25]. Bis heute sind  in der Maus 
12 (TLR1‐9 und TLR11‐13) und im Menschen 10 (TLR1‐TLR10) verschiedene TLRs identifiziert 





Die  TLRs  sind  transmembrane  Glykoproteine  vom  Typ  I,  deren  extrazelluläre  Domäne 
sogenannte „leucine rich repeats“ (LRRs) enthält. Die zytoplasmatische Region wird aufgrund 
der  Homologie  zu  der  zytoplasmatischen  Region  des  Interleukin  1  Rezeptors  (IL‐1R)  als 
Toll/IL‐1R‐  oder  kurz  TIR‐Domäne  bezeichnet.  Die  LRR‐Domäne  besteht  aus  19‐25 
Wiederholungen mit  jeweils 24‐29 Aminosäuren und bildet eine hufeisenförmige Struktur, 
bei der der Ligand an der konkaven Fläche bindet (Abbildung 1.1) [26, 29, 30]. 
Nach der  Erkennung  eines  Liganden bilden die  TLRs  entweder Homo‐ oder Heterodimere 








Alle  TLRs  sind  nach  dem  gleichen  Grundprinzip  aufgebaut.  Die  extrazelluläre  Domäne  dient  der 
Erkennung von Liganden und wird durch 19‐25 leucine rich repeats (LRR) charakterisiert. Sie ist über 








Proteine  60  und  70  oder  Bestandteile  der  extrazellulären  Matrix  wie  Biglykan  oder 
Heparansulfat [33‐36]. Diese Moleküle werden bei Gewebe‐ und Zellschädigung jeglicher Art 










Die  Signaltransduktion  nach  der  Aktivierung  von  TLRs  wird  durch  fünf  Adapterproteine 
myeloid  differentiation  factor  88  (MyD88),  MyD88‐adaptor‐like  (MAL  bzw.  TIRAP),  TIR‐
domain‐containing‐adaptor  Protein  inducing  interferon  (IFN)  β  (TRIF  bzw.  TICAM1),  TRIF‐
related‐adaptor‐molecule  (TRAM  bzw.  TICAM2)  sowie  das  sterile  α‐  und  armadillo‐motif‐
containing protein (SARM) vermittelt. Diese aktivieren über Rekrutierung von Proteinkinasen 
schließlich Transkriptionsfaktoren wie Nuklearfaktor  κB  (NFκB) oder Mitglieder der Familie 





spricht  man  bezüglich  der  nachfolgenden  Signaltransduktion  vom  MyD88‐abhängigen 
Signalweg (Abbildung 1.2). 
Nachdem MyD88  an  der  TIR‐Domäne  des  TLR  Rezeptors  gebunden  hat,  wird  die  IL‐1R‐
assoziierte  Kinase  4  (IRAK4)  an  den  Rezeptorkomplex  rekrutiert,  wo  sie  IRAK1 
phosphoryliert. Dadurch kann der Tumornekrosefaktor  (TNF)‐Rezeptor‐assoziierte Faktor 6 
(TRAF6) an dem Komplex binden, welcher wiederum einen membranständigen Komplex aus 
der  transforming‐growth‐factor‐β‐aktivierten  Kinase  (TAK)  1  und  dem  TAK1‐bindenden‐
Protein  (TAB)  1‐3  rekrutiert.  Durch  diese  Interaktion  werden  TAB2/3  und  TAK1 




einer  regulatorischen Untereinheit  IKKγ  und  phosphoryliert  den  Inhibitor  von NFκB  (IκB), 









Neben dem  IKK‐Komplex phosphoryliert  TAK1  auch die mitogen‐aktiviertes Protein  (MAP) 
Kinase Kinase (MKK) 3 und MKK6, welche wiederum die Jun N‐terminale Kinase (JNK) und die 
mitogen‐aktivierte  Proteinkinase  (MAPK)  p38  aktivieren.  JNK  und  p38  aktivieren  den 
Transkriptionsfaktor  activating‐protein‐1  (AP‐1),  welcher  mittels  Zytokininduktion  die 
inflammatorische Antwort moduliert [28]. 
AP‐1 ist ein Komplex aus Mitgliedern der Jun‐, Fos‐, activating transcription factor (ATF)‐ und 









Verschiedene  Studien  konnten  zeigen,  dass  es  neben  dem MyD88‐abhängigen  Signalweg 
auch noch eine MyD88‐unabhängige Signaltransduktion nach Stimulation von TLR4 gibt. So 
zeigten Makrophagen  von MyD88‐defizienten Mäusen  keine  inflammatorischen  Zytokine 
wie IL 6 oder TNFα nach Stimulation mit Liganden für TLR2, TLR5, TLR7 und TLR9 [28]. Jedoch 
ließ  sich  in MyD88‐defizienten Mäusen  nach  Stimulation  von  TLR4 mit  Lipopolysaccharid 
(LPS) eine NFκB‐Aktivierung nachweisen, welche  im Vergleich  zu der Antwort  im Wildtyp‐




NFκB‐Aktivierung  nach  Stimulation  mit  LPS  [53].  Damit  kommt  es  bei  der  MyD88‐
unabhängigen Signaltransduktion durch die Rekrutierung von TRIF zu einer Aktivierung von 





Neben  TLR4  nutzt  auch  TLR3  den MyD88‐unabhändigen  Signalweg  über  TRIF.  So  zeigten 
TRIF‐defiziente Mäuse keine NFκB Antwort nach TLR3‐Stimulation [53]. Nach Stimulation von 
TLR3 wird über TRIF neben NFκB auch  IRF3  aktiviert  [52]. Die Aktivierung  von  IRF3  ist  im 













resultiert  in  der Degradation  von  IκB, wodurch NFκB  frei wird  und  im  Kern  die  Transkription  von 
proinflammatorischen Mediatoren regulieren kann. TAK1 kann außerdem über die Phosphorylierung 






Protein;  TAK1:  transforming‐growth‐factor‐β‐aktivierten  Kinase;  TBK1:  TRAF‐associated  NFκB 









und  Peptidoglykan  und  spielt  damit  eine  wesentliche  Rolle  in  der  Bekämpfung  dieser 
Bakterien. Die große Vielzahl und Variabilität der Liganden wird dadurch gegeben, dass TLR2 
Heterodimere  mit  TLR1  und  6  ausbildet.  Anhand  von  TLR1‐  beziehungsweise  TLR6‐
defizienten  Makrophagen  konnte  gezeigt  werden,  dass  das  TLR2/1‐Heterodimer 
triacetylierte  bakterielle  Lipopeptide  und  TLR2/6  diacetylierte  bakterielle  Lipopeptide 









die Degradierung  von  IκB  schließlich NFκB  aktiviert  (1.2.1.1). Neben  dem  Signalweg  über 
IRAK und TRAF6 wurde gezeigt, dass durch Stimulation von TLR2 die Rho‐GTPase Rac1 und 
die  Phosphatidylinositol‐3  Kinase  (PI3K)  zum  zytoplasmatischen  Teil  von  TLR2  rekrutiert 
werden [60]. 
PI3K  spielt  bei  Zellproliferation,  Metabolismus  und  dem  Überleben  der  Zelle  durch  die 
Phosphorylierung  von  bestimmten  Phospholipiden  der  Zellmembran,  den 






bilden  Phosphatidyl  (PI)  3‐Phosphat  (PI(3)P),  PI3,  4  ‐Bisphosphat  (PIP2)  und  PI  3,  4,  5‐
Trisphosphat  (PIP3). Klasse  I PI3Ks werden  je nach Art der Aktivierung  in vier verschiedene 
Subklassen  unterteilt  (I  a‐I  d).  Klasse  II  PI3Ks  bilden  PI(3)P  und  PI(3,4)P.  Klasse  III  PI3Ks 
generieren  lediglich  PI(3)P.  Klasse  I  und  II  PI3Ks  besitzen  zusätzlich  eine  Ras‐bindende 
Domäne, die bei Klasse III fehlt [61, 62].  
Klasse Ia Enzyme sind Heterodimere, die sich aus drei verschiedenen Typen der katalytischen 
Untereinheit  p110  und  fünf  regulatorischen  Untereinheiten  zusammensetzen.  Die 
katalytischen Untereinheiten  setzen  sich aus p110α und p110β, die  in  fast allen Geweben 
exprimiert  werden  und  p110δ,  die  primär  bei  Leukozyten  vorkommt,  zusammen.  Die 
regulatorischen Einheiten sind p85α, p55α, p50α, p85β und p55γ, wobei p85α am stärksten 
exprimiert  wird.  Sowohl  die  p85α  als  auch  die  p85β  Untereinheit  besitzen  2  Src‐
Homologdomänen (SH2), die die katalytische Untereinheit p110 zu Tyrosin‐phosphorylierten 
Proteinen an der Plasmamembran  rekrutiert  [62]. So vermittelt die direkte  Interaktion der 
SH2‐haltigen  regulatorischen  Einheit  mit  Phosphotyrosinresten  die  Aktivierung  der 
katalytischen Einheit, die daraufhin PI3K aktiviert. Nach Aktivierung phosphoryliert PI3K an 
der  Plasmamembran  PIP2  zu  PIP3,  welches  durch  Signalproteine,  die  eine  C‐terminale 
Pleckstrin‐Homologie  (PH)‐Domäne  besitzen,  erkannt  wird.  Zu  diesen  Signalproteinen 
gehören die Serin‐Threonin‐Kinase Akt (auch Proteinkinase B (PKB)) und die Phosphoinositid‐
abhängige  Kinase  1  (PDK1)  [63].  Es  sind  drei  verschiedene  Isoformen  der  Serin‐Threonin‐
Kinase Akt bekannt. Dies sind Akt1  (PKBα), Akt2  (PKBβ) und Akt3  (PKBγ), deren genetische 
















Makrophagen‐aktivierenden  Lipoprotein  (MALP)  2,  einem  diacetylierten  bakteriellen 
Lipoprotein,  direkt  mit  der  p85α  Einheit  von  PI3K  interagiert  und  diese  dann  Akt 






Die  Stimulation  von  TLR2  führt  neben  der  Aktivierung  des  bekannten  Signalwegs  über  IRAK  und 
TRAF6 auch zur Interaktion des Adaptermoleküls TIRAP mit PI3K. Daraufhin phosphoryliert PI3K PIP2 
zu  PIP3,  welches  wiederum  PDK  bindet.  Durch  die  Bindung  an  PIP3  kann  PDK  Akt  durch 
Phosphorylierung aktivieren. Akt greift nach Aktivierung fördernd in Zellzyklus und Zellwachstum ein.  









mit MyD88 assoziiert  ist. Außerdem  ließ sich die durch LPS  induzierte  IL‐1β‐Antwort durch 
Inhibition  von  PI3K  blockieren  [67].  Rhee  et  al.  zeigten,  dass  Stimulation  von  TLR5  mit 
Flagellin zur einer Aktivierung von PI3K  führt, bei der die p85 Untereinheit von PI3K direkt 






Die  Stimulation  von  TLR  resultiert  über  die  Phosphorylierung  und Degradation  von  IκB  in 
einer Aktivierung  von NFκB  (1.2.1). Der  Transkriptionsfaktor NFκB  induziert  daraufhin  die 
Expression  von Mediatoren  für  eine unmittelbare  antimikrobielle  Immunreaktionen  sowie 
für die Inflammationsreaktion [70].  
Neben der Rolle von TLRs bei der antimikrobiellen Abwehr, wird TLR4 und TLR2 auch eine 
Beteiligung  bei  der  sterilen  Inflammation  beim  Ischämie‐/Reperfusionsgeschehen 
zugeschrieben. Dies  lässt  sich durch die  Fähigkeit der  TLRs, neben mikrobiellen  exogenen 
Liganden auch endogene Liganden zu erkennen  (1.2), erklären. So zeigten TLR2‐ und TLR4‐
defiziente  Mäuse  nach  renaler  Ischämie  und  Reperfusion  eine  geringere  tubuläre 
Schädigung, geringere Zytokinspiegel sowie eine reduzierte neutrophile Infiltration [71, 72]. 
Des  Weiteren  wiesen  TLR4‐defiziente  Mäuse  eine  geringere  Schädigung  nach 











nach Myokardinfarkt  im Vergleich  zu  sham‐operierten Tieren eine erhöhte Expression von 
TLR4‐messengerRNA  (mRNA)  nachweisen  [78].  TLR4‐defiziente  Mäuse  wiesen  außerdem 
eine  reduzierte  Infarktgröße  auf.  Neben  der  verminderten  Infarktgröße  ließ  sich  eine 
Reduktion  der  leukozytären  Infiltration  sowie  eine  geringere  Ausbreitung  des 
Komplementfaktors C3 nachweisen [79, 80]. 
Bei  TLR2‐defizienten Mäusen  (TLR2‐/‐)  ließen  sich  ähnliche  Effekte nachweisen.  So  zeigten 
TLR2‐/‐‐Mäuse  ein  verbessertes  Überleben  nach  MI/R.  Dabei  ließ  sich  außerdem  eine 
Reduktion  der  Infarktgröße,  verminderte  Zytokinspiegel  von  TNFα  und  IL  1β,  sowie 
reduzierte  Myeloperoxidasespiegel  (MPO),  die  einen  Marker  für  aktivierte  neutrophile 
Granulozyten darstellen, nachweisen  [81‐83]. Neben der  reduzierten  Inflammation  zeigten 
TLR2‐/‐‐Mäuse auch funktionelle Vorteile nach M/IR. So ließ sich im Langendorff‐Experiment 
am isolierten Mausherz eine verbesserte postischämische ventrikuläre Pumpfunktion sowohl 
bei  TLR2‐  als  auch  bei  TIRAP‐Defizienz  nachweisen  [84].  Weiterhin  wurden  bei  TLR2‐/‐‐
Mäusen geringere Troponin T‐Werte, die ein Maß für die Schädigung des Herzens darstellen, 
ebenso wie eine geringere Inzidenz bradykarder Rhythmusstörungen nachgewiesen [83, 85]. 
Favre  et  al.  konnten  zeigen,  dass  die  kleineren  Infarkte  zusätzlich mit  einer  reduzierten 
endothelialen  Dysfunktion  assoziiert  waren.  Weiterhin  wiesen  sie  im  Infarktgebiet  von 
Wildtyptieren (WT) eine erhöhte ROS‐Produktion nach, welche im TLR2‐/‐ nicht messbar war 
[82].  Die  positiven  Effekte  der  TLR2‐Defizienz  waren  auch  durch  Applikation  eines 
blockierenden  Anti‐TLR2  Antikörpers  erzielbar.  So  zeigten  Arslan  et  al.  in mit  Antikörper‐
behandelten  Tieren  eine Reduktion  der  Infarktgröße  sowie  eine  geringere  Infiltration  von 




Dabei  ließ sich durch Aktivierung des PI3K/Akt‐Signalwegs die Apoptoserate  in vitro und  in 
vivo reduzieren [87, 88]. Wie bereits oben erwähnt wird der PI3K/Akt‐Signalweg auch durch 
TLRs aktiviert [60, 67].  
Hua  et  al.  zeigten,  dass  die  Kardioprotektion, welche  für  TLR4‐defiziente Mäuse  (TLR4‐/‐) 
beschrieben ist, durch den PI3K/Akt‐Signalweg bedingt ist. So ergaben ihre Untersuchungen, 




Apoptoserate  zugeschrieben, welche  nach  Inhibition  von  PI3K  sowohl  in WT‐  als  auch  in 
TLR4‐/‐‐Tieren  nach MI/R  gesteigert war.  Die  Phosphorylierungsrate  von  Akt war  bei  den 
TLR4‐/‐‐Tieren bereits  in der Kontrolle  signifikant höher  als  im WT und  ließ  sich durch die 
Blockierung von PI3K  reduzieren  [89]. Die gleiche Gruppe  zeigte eine Kardioprotektion bei 
WT‐Tieren, die mit den TLR2‐Liganden Peptidoglykan und Pam3CysSK4 vorbehandelt wurden 
und  dann MI/R  ausgesetzt wurden.  Dabei wiesen  die WT‐Tiere  neben  einer  reduzierten 
Infarktgröße  und  einer  verminderten  Infiltration  neutrophiler  Granulozyten  auch  eine 
geringere  kardiale  Dysfunktion  sowie  bessere  hämodynamische  Parameter  bezüglich 
Ejektionsfraktion oder Schlagvolumen auf. Die positiven Effekte  ließen sich  in TLR2‐/‐‐Tieren 
nicht nachweisen. Weiterhin konnte die Gruppe zeigen, dass es  infolge der Peptidoglykan‐
Behandlung  zu einer Assoziation  von TLR2 und PI3K  kam,  sowie dass  sich die protektiven 
Effekte  der  Behandlung  durch  Blockierung  von  PI3K  oder  bei  Akt‐defizienten  Tieren 
aufheben ließen [90].  






Biglykan  gehört  zur  Familie  der  small  leucine‐rich  proteoglycans  (SLRPs).  SLRPs  gehören 
zusammen mit Kollagenen, Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen und Fibronektinen zu den 
Bestandteilen  der  extrazellulären Matrix.  Die  Familie  der  SLRPs  umfasst  17  verschiedene 
Gene  und  kann  anhand  von  Homologien  auf  Protein‐  und  Genomebene  oder  anhand 
chromosomaler  Organisation  in  fünf  verschiedene  Klassen  unterteilt  werden.  Die  SLRPs 
bestehen aus einem core protein, welches LRRs beinhaltet. Daneben schließen die Merkmale 
der  SLRPs  N‐terminale  Cysteincluster  und  vier  Cysteinreste  ein,  deren  endständige 














Biglykan  besteht  aus  einem  core  protein,  welches  10  leucine  rich  repeats  (LRRs)  enthält.  Am  N‐
terminalen Ende befindet sich ein Cysteincluster, welches aus vier Cysteinresten besteht und an das 
Chondroitin‐/  Dermatansulfatketten  gebunden  sind.  Am  C‐terminalen  Ende  befinden  sich  zwei 
weitere Cysteinreste. (modifiziert nach http://www.biocarta.com/pathfiles/m_slrppathway.asp) 
 
Das  Gen,  welches  Biglykan  codiert,  ist  auf  dem  X‐Chromosom  lokalisiert  [94].  Es  wurde 
gezeigt,  dass  Biglykan  sowohl  an  Kollagen  Typ  I‐III  als  auch  an  Typ  VI  bindet  und  an  der 
Ausbildung  der  fibrillären  Struktur  von  Kollagen  Typ  I‐III  beteiligt  ist  [95,  96].  Biglykan‐
defiziente Mäuse zeigen in Form und Größe veränderte Kollagenfibrillen in Knochen, Dermis 
und  Sehnen.  Außerdem  entwickeln  sie  im  Alter  von  drei  Monaten  einen  Osteoporose‐
ähnlichen Phänotyp mit verringerter Knochenmasse [97, 98]. 
Es  ist bekannt, dass Proteoglykane  in der Lage sind, mithilfe der Glykosaminoglykan (GAG)‐
Seitenketten  an Wachstumsfaktoren wie den Plättchenfaktor  4 oder dem  core protein  an 









So  beschrieben  Yamamoto  et  al.,  dass  die  mRNA  Expression  von  Bgn  7  Tage  nach 
permanentem  Infarkt hochreguliert war,  sowie dass das Verteilungsmuster dem von  α1(I)‐
Kollagen mRNA  entsprach  [101]. Die  höchste  Signalintensität  für  Bgn‐mRNA  fand  sich  im 
Granulationsgewebe  und  in  der  Übergangszone  zwischen  nekrotischem  und  vitalem 
Gewebe.  Bgn‐positive  Zellen waren  in  diesen  Bereichen  Fibroblasten‐ähnliche  Zellen  und 
Endothelzellen, Kardiomyozyten waren nur schwach positiv [102]. Westermann et al. zeigten 
neben  der  erhöhten  Bgn‐Expression  im Wildtyp  (WT)  funktionelle  Einschränkungen  nach 
permanenten  Infarkt. Verglichen mit WT‐Tieren kam es dabei bei Bgn‐defizienten Mäusen 
häufiger zur Ruptur des  linken Ventrikels. Weiterhin  ließ sich nach 21 Tagen eine deutliche 
Dilatation  des  linken  Ventrikels mit  einem  vermehrten  enddiastolischen  Volumen  in  vivo 
sowie  eine  reduzierte  Dehnbarkeit  des  linken  Ventrikels  ex  vivo  nachweisen.  Außerdem 
ergab  die  genaue  Untersuchung  des  Infarktgebietes  nach  7  und  21  Tagen  eine  gestörte 
Organisation der Kollagenfasern in der Infarktnarbe [103].  
Neben der Bedeutung von Bgn nach permanentem Infarkt beschrieben Csont et al., dass die 





der  Aktivierung  proinflammatorischer  Signalwege  durch  PRRs  zukommt  [105,  106].  In 
verschiedenen  Studien  wurde  gezeigt,  dass  die  Expression  von  Bgn  durch 
proinflammatorische  Signale  beeinflusst  wird.  So  zeigten  Turfvesson  et  al.,  dass  Bgn  in 
Lungenfibroblasten  durch  Stimulation  mit  TNFα  hochreguliert  wird.  Die  gleiche  Gruppe 








Gruppe  zeigen,  dass  Bgn‐defiziente  Mäuse  sowohl  einen  Überlebensvorteil  nach 
Sepsisinduktion mit  Zymosan, einem  TLR2‐Agonisten,  als  auch nach  LPS‐induzierter  Sepsis 
aufwiesen  [35]. Des Weiteren konnte die Gruppe  in einer anderen Studie  zeigen, dass die 
Überexpression  von  Biglykan  in  der  Maus  durch  Aktivierung  von  TLR2  und  TLR4  eine 
Entzündungsreaktion auslöst. Diese war durch die vermehrte Proteinexpression von TNFα, IL 
1β  oder  des  monocyte  chemotactic  protein  1  (MCP1)  im  WT‐Tier  charakterisiert.  Diese 















erklären  lässt.  Bekannt  ist,  dass  TLR2  neben  den  exogenen  Liganden,  welche  meist 
mikrobiellen Ursprungs sind, auch endogene Liganden erkennt [37]. Schaefer et al. zeigten, 
dass dem  SLRP Biglykan eine Rolle  in der Aktivierung  von  TLR2  zukommt  [35].  Ziel dieser 
Arbeit  ist daher, die Rolle von Biglykan  im Verlauf von MI/R  zu untersuchen. Dabei  sollen 
WT‐ und Bgn‐defiziente Mäuse einer MI/R‐Operation unterzogen werden. Nach 24‐stündiger 
Reperfusion soll die Schädigung des Myokards quantifiziert werden.  






auch  zwei  verschiedene  monozytäre  Zellsysteme  (RAW264.7  Makrophagen  und  THP1X 







2.1.1.1. Lösungen und Medien für die Zellkultur       
Reagenzien  Hersteller 
Advanced D‐MEM          
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
Gibco®‐Invitrogen GmbH, Darmstadt   
DMSO           
   
Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim, 
Deutschland 
Dulbecco´s phosphate buffered saline, steril  Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim, 
Deutschland 
HEK‐Blue™ Selection  Cayla  ‐  InvivoGen  Europa,  Toulouse, 
Frankreich 
L‐Glutamin    Gibco®‐Invitrogen GmbH, Darmstadt   




Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim, 
Deutschland 


















Stripette  1,  5,  10,  25 ml,  (Corning®  Costar® 
Stripette®)    
Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim, 
Deutschland 




Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim, 
Deutschland 




























Injektionskanüle  30  G,  27G,  30  G    (BD 
Microlance®) 








Alle  Chemikalien  waren  kommerziell  erhältlich  und  wurden  von  Sigma‐Aldrich  Chemie 
GmbH, Steinheim (Deutschland), Applichem, Darmstadt (Deutschland) oder Roth, Karlsruhe 
(Deutschland) bezogen.  
           
Reagenzien/Kits  Hersteller 
Biglykan aus bovinem Gelenkknorpel  Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim, 
Deutschland 
Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic®)  Reckitt Benckiser, Mannheim, Deutschland










Pam3Cys‐SK4       EMC  microcollections  GmbH,  Tübingen, 
Deutschland   
Pentobarbital (Narcoren®)    Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland 






Spectra™  Multicolor  Broad  Range  Protein 
Ladder    
Fermentas GmbH, St.Leon‐Rot, Deutschland 
Tri‐Reagent®    Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim, 
Deutschland 
T‐Per® Tissue Protein Extraction Reagent  Pierce, Rockford, USA 




































Brutschrank    Hera Cell 150iCO2Inkubator    Thermo  Fisher  Scientific, 
Bonn, Deutschland 




Homogenisator  Precellys 24‐Homogenisator    Peqlab  Biotechnolgie GmbH, 
Erlangen, Deutschland 





Inkubator    Inkubator B15   Thermo  Fisher  Scientific, 
Bonn, Deutschland 
























































































































Blocking‐Puffer (Western Blot)        
3% BSA in TBST 
 










































































Die  Versuche  wurden  mit  adulten  männlichen  Tieren  im  Alter  von  10  bis  16  Wochen 
durchgeführt.  
Bei den Wildtyptieren handelte es sich um den Inzuchtstamm C57BL/6JRj. Die Tiere wurden 
von  der  Firma  Janvier,  St.  Berthevin  Cedex,  Frankreich  gezüchtet.  Die  Biglykan‐knockout 
Tiere wurden von Frau Prof. Dr. Liliana Schäfer, Institut für Pharmakologie des Klinikums der 
Goethe‐Universität  Frankfurt  am Main,  zur Verfügung  gestellt.  Bei  diesen Mäusen  ist  das 
Biglykan‐Gen  durch  Einbau  einer  PGK‐Neomycin  Kassette  inaktiviert  [97]. Da  das Gen  für 








Alle  Mäuse  wurden  mindestens  drei  Tage  vor  Versuchsbeginn  in  der  „Zentralen 
Forschungseinrichtung“  (ZFE)  des Universitätsklinikums  Frankfurt  am Main  untergebracht. 







Die  Narkose  wurde  mit  Pentobarbital  (Narcoren®,  160  mg/ml  Pentobarbital,  Merial) 
eingeleitet.  Die  intraperitoneal  applizierte  Dosis  betrug  90  mg/kg  Körpergewicht.  Die 
Analgesie während  und  nach  dem  Eingriff wurde  durch  die  subkutane  Injektion  von  0,05 
mg/kg  Körpergewicht  Buprenorphin  (Temgesic®,  0,324 mg  Buprenorphinhydrochlorid/ml, 
Reckitt Benckiser) sichergestellt.  
Nach  Eintritt der Narkose wurde die Maus endotracheal  intubiert  (Intubation Cannula  for  
Mouse,  Hugo  Sachs  Elektronik‐Harvard  Apparatus  GmbH,  Durchmesser  1.1mm,  Länge 
28mm)  und  mit  einer  Atemfrequenz  von  110/min  mit  einem  Volumen  von  9  µl/g 
Körpergewicht  beatmet.  Die  FiO2  betrug  80%.  Für  die  Beatmung  wurde  ein  MiniVent® 
Beatmungsgerät von Hugo Sachs Elektronik verwendet.  
Nach der  Intubation wurde die Maus  in modifizierter Rechtsseitenlage  (Abbildung 2.1) auf 









Die  Körpertemperatur  des  Versuchstieres  wurde  während  der  OP  regelmäßig  rektal 
überprüft und mithilfe der Wärmematte konstant bei 37,0°C gehalten. Das OP‐Feld wurde 
mit Octeniderm® desinfiziert und die Haut in Höhe des 4. Interkostalraums in lateroventraler 
Richtung  durchtrennt. Der M.  pectoralis major wurde  abpräpariert  und  der M.  pectoralis 




Nun  wurde  vorsichtig  das  Perikard  vom  Herzen  entfernt,  der  Ramus  interventricularis 
anterior (RIVA) der  linken Koronararterie unterhalb des  linken Vorhofs  identifiziert und mit 
einem monofilen  Faden  der  Stärke  7/0  (Seralene®,  Polyvinylidenflourid,  Serag Wiessner, 
Naila)  umstochen.  Danach  wurden  beide  Fadenenden  durch  ein  kurzes  Stück 
Polyethylenschlauch gezogen und die Fadenenden über dem Polyethylenschlauch mit einer 













Nach  einer  30‐minütigen  Ischämie  wurde  die  Klemme  gelöst  und  die  Reperfusion  des 
Gewebes durch die Rotfärbung des zuvor blassen Areals optisch überprüft. Der Faden wurde 
bis zur Organentnahme im Herzen belassen (Abbildung 2.3). 






Abbildung  2.3: Nach  30‐minütiger  Ischämie wird  die  Ligatur  gelöst  und  der  Faden  im Myokard 
belassen. 
 





Venenverweilkatheters  und  einer  1ml  Spritze  aus  dem  Thorax  abgezogen.  Die  Mm. 
pectorales  wurden  reponiert  und  die  Haut  mit  einer  durchschlungen‐überwendlich 
fortlaufenden Naht mit einem  Faden der  Stärke 6/0  (Seralon®, Polyamid,  Serag Wiessner, 
Naila) verschlossen.  
Sobald die Maus selbständig atmete, wurde sie von dem Beatmungsgerät getrennt und über 
eine Maske mit  Sauerstoff  versorgt. Der  Tubus wurde  entfernt,  sobald  sichergestellt war, 
dass die Maus  regelmäßig und  selbstständig atmete. Um eine ausreichende postoperative 




















intubiert.  Zur  Organentnahme  wurde  die Maus  in  Rückenlage  fixiert.  Danach  wurde  die 
Bauchhöhle in der Linea Alba und der Thorax lateral des Sternums eröffnet. Der bei der OP 




Evans  Blue  perfundiert.  Da  der  Ramus  interventricularis  anterior  durch  die  Ligatur 
verschlossen  war,  färbte  sich  nur  der  durchblutete  Teil  des  Herzens  an,  der  nicht  der 
Ischämie ausgesetzt war. So ließen sich das Infarktgebiet bzw. die „area at risk“ (AR) und das 
Gewebe,  welches  keine  Ischämie  ausgesetzt  wurden,  die  „area  not  at  risk“  (ANR) 
unterscheiden (Abbildung 2.4). Sobald die Maus vollständig mit Evans Blue perfundiert war 
wurde das Herz  sofort entnommen, mit 0,9%iger Natriumchloridlösung  (NaCl) gespült und  
mithilfe  eines  Skalpells  in  5  ca.  1mm  dicke  Scheiben  geschnitten. Die  Vorhöfe  sowie  der 
rechte Ventrikel wurden verworfen.  
Bei  den  Herzen,  die  zur mRNA  (2.3.5.2)‐  oder  Proteinanalyse  (2.3.3.2)  bestimmt  waren, 
wurden  sofort AR und ANR  getrennt und  in  flüssigem  Stickstoff  „schockgefroren“. Bis  zur 
weiteren Verarbeitung wurde das Gewebe bei ‐80°C gelagert.  
Das  Blut wurde  7 Minuten  bei  10  000  x  g  zentrifugiert. Das  dadurch  gewonnene  Plasma 





beiden  Seiten  fotografiert  und  danach  für  25 Minuten  bei  37°C mit Nitroblautetrazolium 
(NBT) inkubiert. Dieser Farbstoff färbt vitales Gewebe violett. Nach der Färbung wurden die 











Die  Infarktgröße wurde mittels SigmaScan Pro  Image Software  (SPSS  Inc., Chicago,  IL, USA) 
ermittelt. Hierbei wurden AR und ANR  sowohl auf den Fotos nach Evans Blue‐Färbung als 







Für  die Messung  von  Troponin  T wurden  der  Cardiac  Reader  (Roche, Mannheim)und  die 
dazugehörigen Teststreifen  (Roche Cardiac Troponin T Quantitative‐ T; Roche, Mannheim) 
verwendet  [85].  Die  Methode  beruht  auf  der  Bindung  von  Troponin  T  an  spezifische 
Antikörper. Die  auf diese Weise entstehenden Antigen‐Antikörper‐Komplexe bilden  in der 
sogenannten  Nachweiszone  eine  rötliche  „Signallinie“,  deren  Intensität  mit  steigender 





















        10% FCS (fetal calf serum) 
        2mM L‐Glutamin 
        100 U/ml Penicillin 
        100 µg/ml Streptomycin 
 
HEK‐Blue™ Null‐Medium   DMEM versetzt mit: 
        10% FCS (hitzeinaktiviert) 
        2mM L‐Glutamin 
50 U/ml Penicillin 
        50 µg/ml Streptomycin 
        100 µg/ml Normocin™ 
        100 µg/ml Zeocin™ 
 
HEK‐Blue™ hTLR2‐Medium  DMEM versetzt mit: 
        10% FCS (hitzeinaktiviert) 
        2mM L‐Glutamin 
50 U/ml Penicillin 
        50 µg/ml Streptomycin 
        100 µg/ml Normocin™ 







        10% FCS (hitzeinaktiviert) 
        2mM L‐Glutamin 
50 U/ml Penicillin 
        50 µg/ml Streptomycin 
        200 µg/ml Zeocin™ 
 
Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert. 
Die  HEK‐  und  RAW  264.7‐Zellen  wurden  zweimal  wöchentlich  bei  ca.  80%  Konfluenz 
„gesplittet“. Hierzu wurden die RAW 264.7‐Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und  in 
Zellkulturmedium  suspendiert.  Sowohl die HEK‐Blue™ Null‐  als  auch die HEK‐Blue™ hTLR2 
Zellen  ließen  sich  schon  durch  Schütteln  der  Zellkulturflasche  lösen  und  in  Suspension 
bringen. Dann wurden  je  10% der  Zellsuspension  in  einem Reaktionsgefäß  4 Minuten bei  
400 x g zentrifugiert, das Medium verworfen und das Pellet  je Größe der Flasche  in 10 bis 
20ml  RAW  264.7‐Zellkulturmedium  bzw.  HEK‐Blue™  Null‐  oder  HEK‐Blue™  hTLR2‐
Zellkulturmedium aufgenommen. Die übriggebliebene Zellsuspension wurde verworfen. 
Bei  den  THP1X  Blue™  Zellen  handelt  es  sich  um  Suspensionszellen.  Sie  wurden  2mal 
wöchentlich bei einer Konzentration von maximal 2x106 Zellen/ml gesplittet. Hierbei wurde 






















Minuten  bei  300  x  g,  die  anderen  Zelllinien  4  Minuten  bei  400  x  g  zentrifugiert,  der 
Überstand  verworfen  und  danach  das  Pellet  in  10ml  vorgewärmten  Zellkulturmedium 
aufgenommen.  
Die  THP1X  Blue  Zellen  sowie  die  HEK‐Blue™  Null‐  und  HEK‐Blue™  hTLR2  Zellen  wurden 




Für  die  Gewinnung  von  Gesamt‐Protein  oder  ‐RNA  wurden  die  Zellen  auf  6‐well 
Zellkulturplatten  ausgesät  (Tabelle  2)  und  vor  der  Stimulation  48  Stunden  in  normalem 
Zellkulturmedium  (2.3.2.1)  kultiviert.  24  Stunden  vor  der  Stimulation wurde  das Medium 
entfernt,  der  Zellrasen  einmalig  mit  PBS  gespült  und  das  Medium  durch  FCS‐freies 
Zellkulturmedium  ersetzt.  Je  nach  Stimulation wurden  die  Zellen  2‐24  Stunden  stimuliert. 
Nach  Ablauf  der  Stimulationszeit  wurde  das  Zellkulturmedium  abgesaugt  und  die  Zellen 
einmalig mit PBS gewaschen. Die Zellen, die für die Untersuchung der RNA bestimmt waren, 
wurden  in 1ml Tri‐Reagent®  suspendiert und anschließend bis  zur RNA‐Isolation bei  ‐20°C 
eingefroren.  Die  Zellen,  die  für  die  Proteinisoloation  bestimmt  waren,  wurden  in  200µl 













Die  HEK‐Blue™  Zellen  (Cayla  ‐  InvivoGen  Europa,  Toulouse,  Frankreich)  sind  mit  einem 
secreted  alkaline  phophatase  (SEAP)  reporter  gene  transfiziert,  welches  an  den  NFκB‐
Promotor gekoppelt  ist. Somit wird bei einer Aktivierung von NFκB alkalische Phosphatase 
gebildet  und  sezerniert.  Die  HEK‐Blue™  hTLR2  Zellen  sind  zusätzlich mit  humanem  TLR2 
(hTLR2) transfiziert. Werden nun die hTLR2 transfizierten Zellen mit einem potentiellen TLR2 
Liganden  stimuliert,  sollte NFκB aktiviert und SEAP  sezerniert werden. Gleiches gilt  für die 
HEK‐Blue™  mTLR2  Zellen,  die  mit  murinem  TLR2  transfiziert  sind.  Als  Negativkontrolle 



















des  Mediums  der  stimulierten  Zellen  zu  den  180µl  QUANTI‐Blue™‐Detektionsmedium 
gegeben und bei 37°C inkubiert.  




















Die  Proteinkonzentration  der  Proben  aus  Zellstimulation  wurde  mit  der  Methode  nach 
Bradford  bestimmt  [114].  Hierbei  nutzt man  die  Tatsache,  dass  der  Farbstoff  Coomassie 
Brilliant Blue‐G250 an Protein bindet und so vom kationischen  in den anionischen Zustand 
überführt wird. Dabei ändert sich die Absorptionswellenlänge von 470nm zu 595nm. Diese 
Absorptionsänderung  ist  proportional  zur  eingesetzten  Proteinmenge  und  kann  daher  zur 
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Bestimmung  der  Proteinkonzentration  genutzt werden.  Da  die  Bindung  an  den  Farbstoff 
nicht  für  alle  Proteine  gleich  ist,  wurde  zunächst  eine  Standardkurve  mit  bekannten 
Proteinkonzentrationen mit bovinem Serum Albumin (BSA) erstellt (Tabelle 3). Das Bradford 
Reagenz  wurde  aus  Roti®Quant‐Lösung  hergestellt,  welche  im  Verhältnis  1:5  mit 
destilliertem Wasser verdünnt wurde. Von dieser Lösung wurden  je 200µl/well auf eine 96 
well‐Platte pipettiert. Die Proteinproben wurden 1:25 mit destilliertem Wasser verdünnt. Je 




















Zunächst wurde  ein  10%‐iges  Trenngel  (2.2)  gegossen  und mit  2‐Propanol  überschichtet. 



















Der  Erfolg  des  Transfers  wurde  durch  die  Färbung  der  auf  die  Membran  transferierten 
Proteinbanden mit Ponceau S Lösung überprüft.  
Nach  dem  Transfer  wurde  die  Membran  für  2  Stunden  bei  Raumtemperatur  auf  dem 









mit  einem HRP  (horseradish  peroxidase)  gekoppeltem  Sekundärantikörper  (Tabelle  5)  bei 









mit  dieser  Lösung  inkubiert. Die  durch  die  Reaktion  der  Antikörper‐gekoppelten HRP mit 
dem  Luminol‐Reagenz  entstandene  Chemolumineszenz  wurde  im  Imager  (Kodak  Image 





































































Die  Auswertung  der  Western  Blots  wurde  mittels  ImageJ  Software  durchgeführt.  Die 












inkubiert.  Um  die  RNA‐haltige wässrige  Phase  von  der  DNA‐haltigen  Interphase  und  der 
proteinhaltigen Phenolphase zu trennen, wurde nun für 15 Minuten bei 12 000 x g und 4°C 
zentrifugiert. Dann wurde die wässrige Phase in ein neues 1,5ml Eppendorfgefäß überführt, 









Reagent®  versetzt,  homogenisiert  und  für  5 Minuten  bei  Raumtemperatur  inkubiert.  Im 
Anschluss wurde das Homogenisat für 10 Minuten bei 4°C und 11 000 x g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 200µl Chloroform versetzt. 




Die  RNA‐Proben  wurden  mittels  RNeasy®  Mini‐Kit  nach  Herstellerangaben  aufgereinigt. 
Hierzu  wurden  zunächst  25µl  RNA  mit  2,5µl  DNAse  und  10µl  RDD‐Digestionspuffer  bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach 15 Minuten wurden je Reaktion erst 350µl RLT‐Lysispuffer, 















Anweisungen  des  Herstellers.  Dabei  wurde  1µg  der  isolierten  mRNA  mit  4µl  5x  iScript 
Reaktionsmix  und  1µl  Reverse  Transkriptase  vermischt.  Der  Ansatz  wurde mit  nuklease‐
freiem Wasser auf ein Volumen von 20µl aufgefüllt und  zunächst  für 5 Minuten bei 25°C, 








wird  zusätzlich ein  Fluoreszenzfarbstoff  (SYBR Green  I) eingesetzt, der  an doppelsträngige 
DNA  bindet.  Im Verlauf  der  PCR  nimmt  die Menge  an  doppelsträngiger DNA  zu, was mit 
einem messbaren Fluoreszenzanstieg des gebundenen Farbstoffes einhergeht. Da jedes PCR‐
Produkt eine spezifische Schmelztemperatur besitzt, bei der 50% der doppelsträngigen DNA 










Die  PCR  wurde  mit  dem  StepOne™Plus  System  durchgeführt,  wobei  folgendes  Schema 
verwendet wurde: 
 
1. Enzym‐Aktivierung      95°C     10 Minuten 
2. Denaturierung        95°C    15 Sekunden 
3. Annealing/Extension      60°C    1 Minute   


















































ermittelt.  Lag  keine  Normalverteilung  vor,  wurde  die  statische  Signifikanz  mittels  nicht‐
parametrischen Tests, dass heißt Mann‐Whitney U‐Test oder Kruskal‐Wallis Test mit Dunn’s 
Multiple  Comparison  Test  ermittelt.  Alle  Ergebnisse  sind  als  Mittelwert  (MW)  ± 
Standardfehler  standard error of  the mean  (SEM) angegeben. Ab einem p‐Wert von <0,05 






Untersuchungen an TLR2‐defizienten Mäusen  zeigten, dass diese  im Vergleich  zu Wildtyp‐
Tieren einen deutlichen Vorteil nach Myokardinfarkt und Reperfusion aufwiesen  [83]. Der 
zugrundeliegende Mechanismus ist jedoch bislang nur unzureichend bekannt.  
Die  Ergebnisse  von  Ha  et  al.  und  Arbibe  et  al.  geben  Hinweise  darauf,  dass  durch  die 
Stimulation  von  TLR2  der  PI3K/Akt‐Signalweg  induziert wird  [60,  90].  Im  Folgenden  sollte 
zum einen die Auswirkung der Inhibition von PI3K oder Akt auf die Schädigung des Myokards 
nach MI/R  geklärt werden  und  zum  anderen  die myokardiale  Proteinexpression  von  PI3K 
und Akt1 und deren Aktivierung untersucht werden. 
  
3.1.1. Auswirkungen  der  Inhibition  von  Akt  oder  PI3K  auf  die 
Kardioprotektion bei TLR2‐Defizienz  
Die Mäuse wurden  1  Stunde  vor  OP  intraperitoneal mit  Vehikel  (5%  DMSO  in  PBS),  Akt 
Inhibitor V  (AIV)  oder  dem  PI3K‐Inhibitor Wortmannin  (wort)  vorbehandelt  und  einer  30‐
minütigen  Ischämie  und  4‐stündigen  Reperfusion  unterzogen.  Die  Größe  der  „area  at 
risk“/linker Ventrikel (AR/LV) wurde nach Färbung mit Evans Blue und die Infarktgröße/„area 




A). Wie  in der  Literatur beschrieben,  zeigten Vehikel‐behandelte  TLR2‐/‐‐Mäuse  signifikant 
kleinere Infarkte als WT‐Tiere (Abbildung 3.1 B, C), was sich auch in den Troponin T‐Werten 
wiederspiegelte (Abbildung 3.1 D). Sowohl die Behandlung mit dem Akt‐Inhibitor (Abbildung 
3.1  B)  als  auch  die  Behandlung mit  PI3K‐Inhibitor Wortmannin  führte  zur Aufhebung  der 
Infarktgrößenreduktion  in  den  TLR2‐/‐‐Mäusen  (Abbildung  3.1  C).  Die  bei  den  Vehikel‐







(A) Die Größe der area at  risk/linken Ventrikel  (AR/%LV) nach 30min  Ischämie und 4h Reperfusion 
nach Vorbehandlung mit Vehikel, Akt  Inhibitor V (AIV) sowie Wortmannin (wort) bei TLR2‐knockout 
(TLR2‐/‐)‐  und  Wildtyp  (WT)‐Tieren.  Infarktgrößenbestimmung  (infarct  size  (IS)/%AR)  nach  30min 
Ischämie/4h Reperfusion bei TLR2‐/‐‐ und vergleichbaren WT‐Tieren, die mit Vehikel und  AIV (B) oder 
Vehikel und Wortmannin  (C) vorbehandelt waren.  (D) Troponin T‐ Spiegel nach 30min  Ischämie/4h 





Mäusen,  die  keiner  MI/R‐Operation  unterzogen  wurden,  ergab  eine  signifikant  erhöhte 
relative Proteinexpression von Akt1  im TLR2‐/‐‐Herz  (Abbildung 3.2 A). Hingegen  zeigte die 
Analyse  der  Proteinexpression  von  phosphorylierten  Akt1  (pAkt1),  sowie  des 







Abbildung  3.2:  Protein‐  und  mRNA‐Expression  von  Akt1  in  Herzen  von  knockout  (TLR2‐/‐)  und 
Wildtyp (WT)‐Mäusen 
Densitometrische  Auswertung  der  Proteinexpression  von  Akt1  (A)  und  des  Proteingehalts  von 
phosphoryliertem  Akt1  (pAkt1)  (B)  nach Western  Blot‐  Analyse  von Wildtyp‐  (WT)  und  knockout 
(TLR2‐/‐)‐Herzen  ohne OP.  (C)  Phosphorylierungsgrad  von Akt1  (pAkt1/Akt1).  (D) mRNA‐Expression 





wurde  diese  in  Herzen  von  knockout‐  und  WT‐Tieren  nach  MI/R  mittels  Western  Blot 
analysiert.  Die  myokardiale  Proteinexpression  von  Akt1  und  der  Proteingehalt  an 
phosphoryliertem  Akt1  im  Infarktgebiet  nach  30‐minütiger  Ischämie  und  4‐stündiger 
Reperfusion war  in den Vehikel‐behandelten TLR2‐/‐‐Tieren  im Vergleich  zu den WT‐Tieren 
signifikant  erhöht  (Abbildung  3.3  A,  B).  Es  konnte  jedoch  keine  Änderung  des 
Phosphorylierungsgrades in WT‐ und TLR2‐/‐‐Tieren detektiert werden (Abbildung 3.3 C). Die 








Relative  Proteinexpression  von  Akt1  (A),  pAkt1  (B)  sowie  der  Phosphorylierungsgrad  (C)  nach 














Abbildung 3.4: Proteinexpression  von PI3K und phosphoryliertem PI3K  (pPI3K)  in Wildtyp  (WT)‐ 
und TLR2‐knockout (TLR2‐/‐)‐Myokard nach MI/R 
Myokardiale (A) PI3K‐ und (B) pPI3K‐ Proteinexpression im Infarktgebiet von WT‐ und TLR2‐/‐‐Mäusen 
nach  Vorbehandlung  mit  Vehikel  (Veh)  (5%  DMSO  in  PBS)  oder  Wortmannin  (wort)  und  30min 
Ischämie/4h  Reperfusion.  (C)  Phosphorylierungsgrad  von  PI3K  (pPI3K/PI3K).  Die  Daten  sind  als 
Mittelwert +/‐ SEM dargestellt (n=6). 
 
Zusätzlich  wurde  die  Akt1‐Proteinexpression  auch  nach  30‐minütiger  Ischämie  und  24‐
stündiger  Reperfusion  untersucht.  Wie  basal  und  nach  30‐minütiger  Ischämie  und  4‐







(A) Densitometrische Auswertung  der  relativen  Proteinexpression  von Akt1  bei Wildtyp  (WT)  und 




Nachdem  die  TLR2‐/‐‐Tiere  neben  der  bereits  bekannten  Reduktion  der  Infarktgröße  eine 
deutlich  höhere  relative  Proteinexpression  für  Akt1  zeigten,  wurde  der  Zusammenhang 
zwischen diesen beiden Parametern untersucht. 
Die  Korrelation  der  Ergebnisse  der  relativen  Expression  von  Akt1  und  pAkt1  mit  der 
Infarktgröße  ergab  bei  beiden  Gruppen  (WT  und  TLR2‐/‐)  in  den  Vehikel‐behandelten 
Kontrolltieren  eine  negative  Korrelation  zwischen  diesen  Parametern.  So  ließ  sich  zeigen, 











Abbildung  3.6:  Korrelation  der  relativen  Proteinexpression  von  Akt1  und  dem  relativen 
Proteingehalt an phosphoryliertem Akt1 (pAkt1) mit der Infarktgröße/area at risk (IS/(%AR)) 
Korrelation der relativen Proteinexpression von Akt1 (A), pAkt1 (B) sowie der Phosphorylierungsrate 
von Akt1  (pAkt1/Akt1) und der  Infarktgröße nach 30min  Ischämie und 4h Reperfusion  in Vehikel‐






Abbildung  3.7:  Korrelation  der  relativen  Proteinexpression  von  Akt1  und  dem  relativen 
Proteingehalt an phosphoryliertem Akt1 (pAkt1) mit der Infarktgröße/area at risk (IS/(%AR)) 
Korrelation der relativen Proteinexpression von Akt1 (A), pAkt1 (B) sowie der Phosphorylierungsrate 













Nachdem  Schäfer  et  al.  eine  NFκB‐Antwort  nach  Bgn‐Stimulation  von  TLR2‐transfizierten 
HEK293  Zellen  beschrieben  haben,  wurden  zunächst  HEK  Blue™  hTLR2  Zellen  mit 
verschiedenen Konzentrationen des synthetischen TLR2‐Liganden Pam3Cys sowie Bgn in FCS‐
freiem Medium  stimuliert  [35]. Dadurch,  dass  bei  diesen  Zellen  ein  SEAP‐Reportergen  an 















(A)  Optische  Dichte  (OD)  nach  Inkubation  des  Überstands  von  HEK  Blue™  hTLR2  Zellen  nach 
Stimulation über 24h mit 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 1µg/ml Pam3Cys und 0,1 µg/ml, 1 µg/ml, 10 
µg/ml und 100 µg/ml Biglykan. Die Menge an SEAP  im Zellüberstand wurde mittels QUANTI‐Blue™‐








3.2.2. Aktivierung  von  TLR2  oder  TLR4  durch  Biglykan  in  THP1X  Blue™ 
Zellen 
Schäfer  et  al.  beschrieben  neben  der  Stimulation  von  TLR2  in  HEK‐Zellen  auch  die 
Stimulation von Makrophagen mit Bgn, wobei bei diesen Zellen sowohl TLR2 als auch TLR4 
aktiviert werden  [35]. Daher wurde neben der Antwort  in den HEK Blue™ Zellen auch die 











Optische  Dichte  (OD)  nach  1h  Inkubation  des  Überstands  von  THP1X  Blue™  Zellen mit  QUANTI‐
Blue™‐Detektionsmedium nach Stimulation über 22h mit 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 1 µg/ml Pam3Cys 
und 0,1 µg/ml, 1 µg/ml und 10 µg/ml Biglykan. Die Menge an SEAP  im Zellüberstand wurde mittels 
QUANTI‐Blue™‐Detektionsmedium  über  die  Messung  OD  bei  620nm  bestimmt.  Darstellung  der 





3.2.3. Aktivierung  von  TLR2  oder  TLR4  durch  Biglykan‐Stimulation  in 
RAW264.7 Makrophagen  
Da sämtliche Befunde von Schäfer et al. an murinen Makrophagen gezeigt wurden, wurden 
neben  den  humanen  THP1X  Blue™  Zellen  auch  eine  murine  Makrophagenzelllinie,  die 
RAW264.7 Makrophagen, mit  Bgn  und  Pam3Cys  stimuliert.  Die  RAW264.7 Makrophagen 
wurden vor der Stimulation  für 24 Stunden  in FCS‐freiem Medium kultiviert und dann mit 
verschiedenen Konzentrationen Pam3Cys und Bgn  stimuliert. Nach 2‐stündiger Stimulation 
mit  Pam3Cys  und  4‐stündiger  Stimulation  mit  Bgn  wurde  die  mRNA‐Expression 
verschiedener  proinflammatorischer  Zytokine  mittels  RT‐qPCR  untersucht.  Pam3Cys‐
Stimulation  induzierte dabei eine deutliche Zytokinantwort für MCP1,  IL 6,  IL 1β und TNFα, 








Expression  von  (A)  MCP1‐mRNA,  (B)  IL  6‐mRNA,  (C)  IL  1β‐mRNA  und  (D)  TNFα‐mRNA  nach  2h 
Stimulation mit 0,1 µg/ml und 1 µg/ml Pam3Cys sowie nach 4h Stimulation mit 0,1 µg/ml, 1 µg/ml 
und 10 µg/ml Biglykan (Bgn) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Statistische Signifikanz wurde 






Um die Rolle  von Bgn bei MI/R  zu untersuchen, wurden WT‐ und Bgn‐/0‐Mäuse  einer 30‐
minütigen  Ischämie  und  24‐stündigen  Reperfusion  unterzogen.  Nach  24‐stündiger 
Reperfusion wurde die Ligatur erneut geschlossen, das Herz mit Evans Blue perfundiert und 







Abbildung  3.11:    Infarktgröße  und  Troponin  T  in Wildtyp  (WT)‐  und  Biglykan‐knockout  (Bgn‐/0)‐
Mäusen nach 24h Reperfusion 
(A)Area at risk (AR)/%linker Ventrikel (LV) nach 30min  Ischämie/24h Reperfusion bei WT und Bgn‐/0 
(B)  Prozentualer  Anteil  der  Infarktgröße  (IS)  an  der  AR  nach NBT‐Färbung  bei WT  und  Bgn‐/0.  (C) 









Bei  Herzen  von  Mäusen,  die  keiner  Intervention  unterzogen  wurden,  ließ  sich  kein 




Abbildung  3.12:  Relative  Proteinexpression  von  TLR2  im  knockout  (Bgn‐/0)‐  und  Wildtyp  (WT)‐
Myokard 























nach  30min  Ischämie/24h  Reperfusion  in  der  AR  (C)  und  ANR  (E)  von  WT‐  und  Bgn‐/0‐Mäusen. 
Western  Blot  des  Proteinlysats  der  AR  (D)  und  ANR  (F)  von WT‐  und  Bgn‐/0‐Mäusen  nach  30min 
Ischämie und 24h Reperfusion für TLR2. Als Ladekontrolle wurde β‐Aktin verwendet. Darstellung der 




3.5. Untersuchung  der  Auswirkungen  der  Biglykan‐Defizienz  auf  die 
Akt1‐Proteinexpression 





Der Vergleich der  relativen Akt1‐Proteinexpression  in WT‐ und Bgn‐knockout‐Tieren  zeigte 
keine signifikant unterschiedliche  relative Akt1‐Proteinexpression  (Abbildung 3.14 A, B). Es 






Abbildung  3.14:  Vergleich  der  relativen  Proteinexpression  von  Akt1  und  phosphorylierten  Akt1 
(pAkt1)  im Wildtyp  (WT)‐ und Biglykan‐knockout  (Bgn‐/0)‐Myokard nach 30min  Ischämie und 24h 
Reperfusion 
(A) Densitometrische Auswertung  der Akt1‐Proteinexpression  und  (C)  pAkt1‐Proteingehalt  bei WT 
und Bgn‐/0 nach 30min Ischämie/24h Reperfusion. Western Blot des Proteinlysats der AR nach 30min 
Ischämie/24h Reperfusion von WT und Bgn‐/0  für Akt1  (B) und pAkt1  (D). Als  Ladekontrolle wurde 
jeweils  β‐Aktin  verwendet.  (E)  Phosphorylierungsrate  von  Akt1  als  Quotient  der  relativen 







jedoch  bislang  nicht  bekannt.  Daher  sollte  im  Folgenden  das  Plasma  operierter  Mäuse 
mittels  Stimulation  von  HEK  Blue™  hTLR2  Zellen  auf  möglicherweise  während  MI/R 
freigesetzte  TLR2‐Liganden  untersucht werden.  Als  Kontrolle wurden  dabei  unbehandelte 
Zellen verwendet, welche ohne FCS kultiviert wurden.  
 
3.6.1. Auswirkungen  der  Stimulation  mit  Mausplasma  auf  die  SEAP‐
Sekretion in HEK Blue™ hTLR2 und –mTLR2 Zellen 
Zunächst  wurde  mittels  Pam3Cys‐Stimulation  die  optimale  Stimulationsdauer  für  eine 
aussagekräftige SEAP‐Expression ermittelt. Hierzu wurden HEK Blue™ hTLR2 Zellen für 4, 6, 8 
und  24  Stunden  mit  je  100ng/ml  Pam3Cys  stimuliert.  Nach  Ablauf  der  Stimulationszeit 
wurden 20µl des Überstands mit QUANTI‐Blue™‐Detektionsmedium bei 37°C  inkubiert. Die 
im Überstand enthaltene SEAP bewirkte einen Farbumschlag im Detektionsmedium, dessen 
Intensität  durch  die  Bestimmung  der  OD  bei  620nm  nach  einer  Stunde  Inkubationszeit 
gemessen werden  konnte.  Bereits  nach  4‐stündiger  Stimulation  ließ  sich  eine  signifikant 















Die  HEK  Blue™  hTLR2  Zellen wurden  für  24  Stunden mit  100  ng/ml  Pam3Cys  oder  10% 
Mausplasma  im  FCS‐freiem  Zellkulturmedium  stimuliert.  Dabei  wurde  zur  Stimulation 













OP,  sham‐OP,  sowie  nach  2,  15,  30min  und  2,  10  und  24h  Reperfusion  in  serumfreien 





Um  die  Möglichkeit  auszuschließen,  dass  die  nicht  vorhandene  SEAP‐Sekretion  nach 
Stimulation der HEK Blue™ hTLR2 Zellen auf den Speziesunterschied zwischen dem Plasma 















Reperfusion)  in  serumfreiem  Zellkulturmedium  stimuliert. Als  Kontrolle wurden  Zellen  verwendet, 
die für 24h in  FCS‐freiem Zellkulturmedium kultiviert wurden. Die Menge an SEAP im Zellüberstand 
wurde mittels QUANTI‐Blue™‐Detektionsmedium über die Messung der optischen Dichte  (OD) bei 






werden,  um  auszuschließen,  dass  die  fehlende  SEAP‐Induktion  nach  Stimulation  mit 
Mausplasma auf mangelnde Sensitivität der Methode zurückzuführen  ist. Als Parameter für 
die  Aktivierung  von  NFκB  wurde  die  relative  Proteinexpression  von  IκBα  und 
phosphoryliertem IκBα gewählt. Wie bereits erwähnt kommt es erst zu einer Aktivierung von 
NFκB,  wenn  IκBα  phosphoryliert  und  danach  degradiert  wird  [30].  Um  die  optimale 





stimuliert.  Vor  der  Stimulation  wurden  die  Zellen  für  24  Stunden  in  FCS‐freiem 
Zellkulturmedium kultiviert. Sowohl Phosphorylierung als auch Abbau von  IκBα  ließen  sich 
nach  2‐  und  4‐stündiger  Stimulation  nachweisen  (Abbildung  3.18).  Als  unbehandelte 




Abbildung 3.18: Western Blot‐Analyse von  IκBα und  IκBα‐Phosphorylierung  in HEK Blue™ hTLR2 
Zellen nach Stimulation mit Pam3Cys 
Stimulation  von HEK  Blue™  hTLR2  Zellen  für  5,  10,  15,  30min  und  1,  2  und  4h mit  je  100  ng/ml 
Pam3Cys  in  Zellkulturmedium  ohne  fetales  Kälberserum  (FCS).  Als  Kontrolle  wurden  Zellen 
verwendet, die ohne zusätzliche Stimulation für 4h in FCS‐freiem Zellkulturmedium kultiviert wurden.   
Repräsentativer Western Blot des Zelllysats nach Stimulation mit Pam3Cys für IκBα (A) bzw. pIκBα (B) 







Um  sicherzustellen,  dass  die  Veränderung  in  der  Proteinexpression  nach  Pam3Cys‐
Stimulation eine TLR2‐spezifische Antwort darstellt und als Messsystem  für die Aktivierung 
von  TLR2  geeignet  ist, wurden HEK Blue™ Null  Zellen  stimuliert. Diese  Zellen exprimieren 
kein TLR2. Die Untersuchung der Phosphorylierung von  IκBα  in den HEK Blue™ Null Zellen 







Abbildung  3.19: Western  Blot‐Analyse  von  IκBα  und  IκBα‐Phosphorylierung  in  HEK  Blue™  Null 
Zellen nach Stimulation mit Pam3Cys 
Stimulation von HEK Blue™ Null Zellen für 5, 10, 15, 30min und 1, 2 und 4h mit je 100 ng/ml Pam3Cys 







Nach  der  Stimulation mit  Pam3Cys wurde  eine  Stimulationsdauer  von  4  Stunden  für  die 
Stimulation der Zellen mit dem Plasma operierter Tiere gewählt.  
Zunächst wurden HEK Blue™ hTLR2 und  ‐Null  Zellen mit Pam3Cys,  sowie 10% Plasma  von 
unoperierten Mäusen und Mäusen nach 30 Minuten  Ischämie und 15 beziehungsweise 30 
Minuten  Reperfusion  in  FCS‐freiem Medium  stimuliert.  Abbau  und  Phosphorylierung  von 
Ergebnisse    78 
 








ohne  fetales  Kälberserum.  Als  Kontrolle  wurde  Zelllysat  von  Zellen  verwendet,  welche  4h  in 
Zellkulturmedium ohne FCS kultiviert wurden. 
Repräsentativer  Western  Blot  für  IκBα  (A)  und  pIκBα  (B)  nach  Stimulation.  Densitometrische 







Reperfusionzeitpunkten  15  beziehungsweise  30  Minuten  weder  Abbau  noch 
Phosphorylierung von  IκBα nachweisen  ließen, wurden die Zellen mit Plasma von Mäusen 
nach  30‐minütiger  Ischämie  und  2  und  10  Stunden Reperfusion  sowie wiederum mit  100 
ng/ml Pam3Cys und 10% Plasma von Mäusen ohne OP stimuliert. 
Die Western Blot‐Analyse  ergab  auch bei dieser  Stimulation Phosphorylierung und Abbau 
von  IκBα nach Pam3Cys‐Stimulation der HEK Blue™ hTLR2 Zellen, was sich auch  in dem  im 
Vergleich  zur  Kontrolle  gesteigerten  Phosphorylierungsgrad  von  IκBα  wiederspiegelte 
(Abbildung 3.21). Die reduzierte Expression von IκBα in den Pam3Cys stimulierten HEK Blue™ 
Null Zellen wurde nicht von einem gesteigerten Proteingehalt an pIκBα oder gesteigertem 









von unoperierten Mäusen und nach  30min  Ischämie/2 bzw.  10h Reperfusion  in  Zellkulturmedium 
ohne  fetales  Kälberserum.  Als  Kontrolle  wurde  Zelllysat  von  Zellen  verwendet,  welche  4h  in 
Zellkulturmedium ohne FCS kultiviert wurden. 
Repräsentativer Western Blot für  IκBα  (A) und pIκBα  (B) nach Stimulation. Es wurden Proteinlysate 
von HEK Blue ™ hTLR2‐ und HEK Blue™ Null Zellen im Wechsel aufgetragen. Als Ladekontrolle wurde 
GAPDH verwendet. Densitometrische Auswertung der relativen Proteinexpression von  IκBα  (C) und 







realtime  (RT)‐qPCR  überprüft. Hierfür wurden  die  Zellen  zunächst  für  24  Stunden  in  FCS‐
freiem Zellkulturmedium kultiviert und danach für 5, 10, 15 und 30 Minuten sowie 1, 2 und 4 
Stunden mit 100 ng/ml Pam3Cys stimuliert. Als Kontrolle dienten Zellen, die ohne zusätzliche 
Stimulation  für  24  Stunden  in  FCS‐freiem  Zellkulturmedium  kultiviert  wurden.  Um  zu 
überprüfen,  ob  die  gemessene  Zytokinexpression  eine  TLR2‐spezifische  Antwort  darstellt, 
wurden auch hier die HEK Blue™ Null Zellen mit Pam3Cys stimuliert und die Zytokininduktion 
gemessen.  
Nach  Stimulation wurde die mRNA‐Expression  von CXCL2,  IL 6,  IL 8 und TNFα nach TLR2‐























Abbildung  3.23:  Zytokin‐mRNA‐Expression  nach  Stimulation  von  HEK  Blue™  Null  Zellen  mit 
Pam3Cys 
HEK Blue™ Null  Zellen wurden  für  5,  10,  15 und  30min  sowie  1,  2 und  4h mit  jeweils  100 ng/ml 


















Abbildung 3.24:  Zytokinantwort nach  Stimulation  von HEK Blue™ hTLR2  Zellen mit Mausplasma 
nach MI/R 
4‐stündige  Stimulation  von  HEK  Blue™  hTLR2  Zellen  mit  10%  Plasma  von  Mäusen  nach  30min 
Ischämie  und  15  und  30min  sowie  2  und  10h  Reperfusion  in  Zellkulturmedium  ohne  fetales 
Kälberserum  (FCS). Bei der Kontrolle wurde das  FCS‐freie  Zellkulturmedium mit 10% Plasma einer 










50%  des Mediums  oder mit  100  ng/ml  Pam3Cys  stimuliert.  Als  Kontrolle  wurden  Zellen 
verwendet, die 24 Stunden in FCS‐freiem Medium kultiviert wurden. Neben dem Plasma von 
MI/R  operierten  Mäusen  (Abbildung  3.25  C‐F)  wurde  Plasma  von  Mäusen  ohne  OP 
(Abbildung  3.25  B)  sowie  hitzeinaktiviertes  FCS  (Abbildung  3.25  A)  zur  Stimulation 
verwendet. Während Pam3Cys eine deutliche SEAP‐Antwort auslöste, war bei den Plasma‐






Abbildung  3.25:  Stimulation  von  HEK  Blue™  hTLR2  Zellen  mit  verschiedenen  Konzentrationen 
Plasma oder FCS 
Stimulation  von  HEK  Blue™  hTLR2  Zellen  mit  100  ng/ml  Pam3Cys  sowie  verschiedenen 
Konzentrationen hitzeinaktiviertes  fetales Kälberserum  (FCS)  (A), Plasma von Mäusen ohne OP  (B) 
sowie  nach  30min  Ischämie/10h  (C),  2h  (D),  30min  (E)  oder  15min  Reperfusion  (F)  für  24h.  Als 
Kontrolle dienten Zellen, die für 24h in FCS‐freiem Medium kultiviert wurden. Die Menge an SEAP im 
Zellüberstand  wurde  mittels  QUANTI‐Blue™‐Detektionsmedium  über  die  Messung  der  optischen 







Zellsystem mit  dem  Plasma  der MI/R‐operierten Mäuse  stimuliert werden.  Nachdem  die 
















ohne  OP,  sham‐OP  oder  30min  myokardiale  Ischämie  (MI)  und  15min,  30min,  10h  oder  24h 
Reperfusion  in  Zellkulturmedium  ohne  fetales  Kälberserum  (FCS).  Als  Kontrolle  wurden  Zellen 








Stimulation mit dem Plasma  auf den  Speziesunterschied  zwischen möglichen  Liganden  im 
Plasma der Maus und den humanen TLR auf den THP1X Blue™ Zellen zurückzuführen war. 
Als  Indikator  für  die  NFκB‐Aktivierung  nach  Stimulation  von  TLR2  oder  TLR4 wurden  die 
Expression und Phosphorylierung von IκBα mittels Western Blot analysiert.  
Um  die  Stimulationsdauer  zu  ermitteln,  bei  der  nach  TLR2‐Aktivierung  sowohl 





freiem  Zellkulturmedium  stimuliert.  Nach  Stimulation  wurde  das  Proteinlysat  der  Zellen 
mittels  Western  Blot  auf  die  Expression  von  IκBα  sowie  auf  den  Proteingehalt  von 
phosphoryliertem  IκBα  untersucht.  Als  Kontrolle  wurde  das  Proteinlysat  von  Zellen 
verwendet,  die  über  24  Stunden  ohne  zusätzliche  Stimulation  in  FCS‐freiem 
Zellkulturmedium kultiviert wurden.  
Nach  30‐minütiger  Stimulation wurde  eine  deutlich  reduzierte  relative  Proteinexpression 
von IκBα nachgewiesen (Abbildung 3.27 C). Die Errechnung des Phosphorylierungsgrades mit 
Hilfe des Quotienten aus dem relativen Proteingehalt an pIκBα (Abbildung 3.27 D) und der 
relativen  Proteinexpression  von  IκBα  ergab,  dass  zu  diesem  Zeitpunkt  IκBα  nahezu 
vollständig phosphoryliert ist (Abbildung 3.27 E). Aus diesem Grund wurden 30 Minuten als 
optimale  Stimulationsdauer  für  die  Prüfung  der  NFκB‐Aktivierung  nach  IκBα 






Abbildung  3.27: Western Blot  für  IκBα und phosphoryliertes  IκBα  (pIκBα)  nach  Stimulation  von 
RAW264.7 Makrophagen mit Pam3Cys 
Stimulation  von  RAW264.7 Makrophagen mit  jeweils  100  ng/ml  Pam3Cys  für  5min,  10min,15min, 
30min,  1h,  2h,  4h,  8h  und  12h.  Das  Proteinlysat  wurde  mittels  Western  Blot  auf  die  relative 
Proteinexpression von IκBα (A, C) sowie auf den Proteingehalt an pIκBα (B, D) untersucht.  
(A)  Repräsentativer  Western  Blot  für  IκBα.  Als  Ladekontrolle  wurde  GAPDH  verwendet.  (C) 
Densitometrische Auswertung der Western Blots  für die  relative Proteinexpression  von  IκBα nach 
Stimulation  mit  Pam3Cys  (n=3).  (B)  Repräsentativer  Western  Blot  für  pIκBα  nach  Pam3Cys‐ 






Danach  wurden  die  RAW264.7  Makrophagen  zunächst  für  24  Stunden  in  FCS‐freiem 
Zellkulturmedium kultiviert und danach für 30 Minuten mit jeweils 100 ng/ml Pam3Cys oder 
10%  Mausplasma  in  FCS‐freiem  Zellkulturmedium  stimuliert.  Dabei  wurde  Plasma  einer 
unoperierten  Maus  sowie  Plasma  von  Mäusen  nach  sham‐OP  oder  nach  30‐minütiger 
Ischämie  und  15  und  30 Minuten,  2  oder  10  Stunden  Reperfusion  verwendet.  Nach  30‐
minütiger  Stimulation  wurde  das  Proteinlysat  mittels  Western  Blot  auf  die  relative 




Reduktion  der  relativen  Proteinexpression  von  IκBα  (Abbildung  3.28  A,  C)  sowie  eine 
gesteigerte  Phosphorylierungsrate  von  IκBα  nachweisen  (Abbildung  3.28  E).  Nach 

























nach MI/R  beteiligt  [11]. Die  zugrundeliegenden  pathophysiologischen Mechanismen  sind 
sehr  vielfältig  und werden  durch  die  Beteiligung  einer  Vielzahl  verschiedener  Signalwege 
charakterisiert.  
Es  wurden  bereits  verschiedene  Ansätze  untersucht,  um  den  Ausgang  von  MI/R  zu 
modifizieren.  Diese  Ansätze  umfassten  unter  anderem  die  Modifikation  des  „Calcium 
Overloads“  mittels  Anwendung  von  Kalzium‐Kanal‐Blockern,  der  ROS‐Produktion  durch 
Inhibition  der  Xanthinoxidase  mit  Allopurinol  oder  der  Inflammationsantwort  z.B.  durch 
pharmakologische Inhibition der Leukozytenakkumulation im Infarktgebiet [11, 116].  
Bislang konnte  jedoch keiner dieser Ansätze erfolgreich  in den klinischen Alltag übertragen 
werden  [19].  Vorangegangene  Studien  konnten  zeigen,  dass  auch  Rezeptoren  der 
angeborenen  Immunabwehr, wie die TLRs,  im Verlauf  von  Ischämie und Reperfusion eine 
Rolle spielen [80, 82]. So ließ sich bei TLR2‐defizienten und mit TLR2‐Antikörper‐behandelten 
Mäusen  ein  deutlich  reduzierter  myokardialer  Schaden  nach  MI/R  nachweisen.  Die 
protektiven  Effekte  wurden  bisher  einer  verminderten  leukozytären  Infiltration,  einer 
reduzierten ROS‐Produktion  sowie einer geringeren  Inzidenz  kardialer Rhythmusstörungen 
nach MI/R zugeschrieben [82, 83, 86, 117]. In dieser Arbeit konnten wir nun zeigen, dass die 
Reduktion  der  Infarktgröße  in  der  TLR2‐/‐‐Maus  auch  durch  den  PI3K/Akt‐Signalweg 
vermittelt wird.  
Verschiedene  Gruppen  konnten  bereits  einen  Zusammenhang  zwischen  TLR2  und  der 
Aktivierung des PI3K/Akt‐Signalwegs nachweisen  [60,  66]. Des Weiteren  konnte bei  TLR4‐
defizienten Mäusen  die  Infarktgrößenreduktion  nach MI/R  durch  Inhibition  von  PI3K mit 
Wortmannin  aufgehoben  werden  [89].  In  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  nun  die 
Auswirkungen einer pharmakologischen  Inhibition von PI3K und Akt auf die Reduktion des 
myokardialen Schadens untersucht.  
Entsprechend  der  Ergebnisse,  die  in  der  Literatur  beschrieben  sind,  konnten  auch wir  in 
dieser Studie eine Reduktion des myokardialen Schadens in den Vehikel‐behandelten TLR2‐/‐‐
Tieren nachweisen, was sich in Form einer reduzierten Infarktgröße sowie einem reduzierten 
Troponin T‐Spiegel zeigen  ließ. Wie  in den TLR4‐/‐‐Tieren  in der Studie von Hua et al. führte 






















Reperfusion  eine  signifikant  gesteigerte  Akt1‐Proteinexpression  und  Phosphorylierung  in 
TLR2‐/‐‐Mäusen  im  Vergleich  zum  Wildtyp.  Da  sowohl  Akt1  als  auch  phospho‐Akt1  im 
knockout  erhöht waren,  ergab  sich  kein  Unterschied  im  Phosphorylierungsgrad  zwischen 
beiden Gruppen.  
Die Behandlung mit dem Akt‐Inhibitor  resultierte wie  in der Literatur beschrieben  in einer 




Proteinexpression  und  Phosphorylierung  von  Akt1  nach  4  Stunden  Reperfusion  in  den 
Vehikel‐behandelten  Tieren.  So war  die  reduzierte  Infarktgröße  in  den  TLR2‐/‐‐Tieren mit 






Diese  Daten  stehen  den  Ergebnissen  von  Ha  et  al.  teilweise  entgegen.  Die  Autoren 
beschrieben als erste Gruppe einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung von TLR2 und 
der  Aktivierung  des  PI3K/Akt‐Signalwegs  bei  MI/R.  Auffällig  war  in  dieser  Studie,  dass 




anderen  Gruppen  die  Tiere  einer  60‐minütigen  Ischämie  und  4‐stündigen  Reperfusion 
unterzogen.  Die  in  dieser  Arbeit  gezeigten  Ergebnisse  schließen  die  unterschiedliche 
Reperfusionsdauer der Studie von Ha et al. im Vergleich zu anderen Studien als Ursache für 
die  fehlende  Protektion  im  knockout  aus,  da  auch  hier  eine  Reperfusionsdauer  von  4 
Stunden  angewendet wurde  [83, 86, 90].  Somit bleibt  zwischen der hier  gezeigten  Studie 
und  der  Studie  von  Ha  et  al.  nur  der  Unterschied  in  der  Dauer  der  Ischämie.  Vor  dem 
Hintergrund, dass wir nach Vergleich verschiedener MI/R Studien zeigen konnten, dass nach 
24  Stunden  Reperfusion  keine  Korrelation  der  Infarktgröße  mit  der  Dauer  der  Ischämie 
nachweisbar  war,  ist  die  Möglichkeit,  den  Unterschied  in  der  Dauer  der  Ischämie  als 
Erklärung  für  die  fehlende  Protektion  zu werten,  als  unwahrscheinlich  zu  erachten  [121]. 
Weiterhin  zeigte die Gruppe, dass durch die Vorbehandlung von WT‐Tieren mit den TLR2‐
Agonisten  Pam3Cys  oder  Peptidoglykan  1  Stunde  vor  der  Ischämie  eine  Reduktion  der 




bekannt.  Bei  der  klassischen  Präkonditionierung  wird  durch  mehrere  kurze 
Ischämie/Reperfusionszyklen  vor der  Ischämie eine Verringerung der  Infarktgröße erreicht 
[122].  Ähnliche  Effekte  lassen  sich  auch  durch  die  Behandlung  mit  den  TLR2‐Liganden 
Lipoteichonsäure  oder  Pam3Cys  erreichen  [123,  124].  Positive  Effekte  wurden  allerdings 
bislang  nur  bei  Vorbehandlung  8‐24  Stunden  vor  der  Ischämie  beschrieben.  So  ließ  sich 





durch  die  pharmakologische  Inhibition  von  PI3K mit Wortmannin  aufheben  ließ, was  den 
Schluss  zuließ,  dass  die  protektiven  Effekte  der  TLR2‐Aktivierung  bei  MI/R  über  die 
Aktivierung des PI3K/Akt‐Signalwegs vermittelt werden [90]. In der vorliegenden Arbeit ließ 
sich  die  Protektion,  welche  in  den  TLR2‐defizienten  Tieren  nachweisbar  war,  durch  die 
Behandlung mit Wortmannin aufheben. Wortmannin ist zwar ein potenter Inhibitor für PI3K, 
jedoch wie bereits oben erwähnt nicht besonders spezifisch, da er auch andere Signalwege 
beeinflusst.  Aufgrund  dieser  geringen  Spezifität  wurden  neben  den  Auswirkungen  der 
Inhibition  von  PI3K  mit  Wortmannin  in  der  vorliegenden  Studie  auch  die  Effekte  der 
Inhibition von Akt auf die Ausprägung der myokardialen Schädigung untersucht. Auch dabei 
ließ  sich  die  Reduktion  der  Infarktgröße  im  TLR2‐knockout  aufheben.  Diese  zweite, 
spezifischere  Intervention  im PI3K/Akt‐Signalweg belegt dessen Rolle  für die Protektion  in 
TLR2‐/‐‐Tieren. Da Ha et al. protektive Effekte durch TLR2‐Aktivierung beschrieben, die über 
eine  Induktion  des  PI3K/Akt‐Signalwegs  vermittelt  wurden,  scheinen  sich  die  Ergebnisse 
dieser  beiden  Studien  auszuschließen,  wobei  anzumerken  ist,  dass  die  von  Ha  et  al. 
publizierten Daten auch den Ergebnissen von Fravre, Arslan und Sakata et al. widersprechen 
[82, 84, 86, 90]. 
Die  vorliegende  Studie  zeigt  jedoch  weniger  eine  Aktivierung  des  PI3K/Akt‐Signalweges, 
sondern  vielmehr  eine  konstitutionell  vermehrte  Akt1‐Expression  in  TLR2‐defizienten 
Mäusen.  Dies  ließ  sich  durch  die  enge  Korrelation  der  Infarktgröße  mit  der  Akt1‐
Proteinexpression beziehungsweise die Aufhebung dieser bei Akt‐Inhibition nachweisen. Da 
auf mRNA‐Ebene  keine  gesteigerte  Expression  von Akt  in  TLR2‐/‐‐Tieren  nachweisbar war, 
muss die vermehrte Proteinexpression entweder auf eine, in TLR2‐knockout‐Tieren eventuell 
kompensatorisch  veränderte  translationale  oder  posttranslationale  Regulation,  wie  zum 
Beispiel einen verminderten Abbau von Akt zurückzuführen sein.  
Die  Tatsache,  dass  bei  TLR2‐defizienten  Tieren  eine  geringere  myokardiale  Schädigung 
nachgewiesen werden konnte als bei vergleichbaren WT‐Tieren, lässt darauf schließen, dass 
es  im WT  im Verlauf von MI/R zu einer Aktivierung von TLR2 kommt [82, 83, 86]. Dies  lässt 
sich  zusätzlich  durch  Studien  unterstützen,  die  zeigen  konnten,  dass NFκB, welches  unter 
anderem durch TLR2 aktiviert wird, das Ausmaß der Myokardschädigung beeinflusst [30, 75, 






sieben  Tage  nach  permanentem  Infarkt  eine  vermehrte  Biglykan‐Expression  im  linken 
Ventrikel auftritt und dass eine genetischer  knockout  von Biglykan mit einem  vermehrten 
Auftreten von ventrikulären Rupturen  in den ersten drei Tagen nach permanentem  Infarkt 
verbunden  ist.  Nach  permanentem  Infarkt war  in  dieser  und  einer weiteren  Studie  kein 
Unterschied  in  der  Infarktgröße  nachweisbar  [103,  125].  Eine  verringerte  leukozytäre 
Infiltration  in  der  Infarktpenumbra  der  Biglykan‐defizienten  Tiere  gab  Anlass  zu  der 
Hypothese,  dass  der  genetische  knockout  von  Biglykan  auch  das  myokardiale 
Reperfusionssyndrom  positiv  beeinflussen  könnte  [103].  In  dieser  Arbeit  sollten  nun  die 
Rolle von Biglykan als potentieller Ligand für TLR2 auf die myokardiale Schädigung nach 30‐
minütiger  Ischämie  und  24‐stündiger  Reperfusion  untersucht  werden,  um  neben  den 






Die  Untersuchung  der  basalen  Proteinexpression  und  der  Proteinexpression  nach  30‐




Verschiedene Gruppen  konnten  zeigen, dass die  Stimulation mit mikrobiellen  Liganden  zu 














war  als  nach  4  Stunden  [129]. Da  der  Effekt  bereits  nach  24‐stündiger  Reperfusion  nicht 
mehr  nachweisbar  ist  und  in  Bgn‐/0‐knockout‐Tieren  keine  Protektion  bezüglich  des 
myokardialen  Schadens  wie  in  TLR2‐knockout‐Tieren  gezeigt  werden  konnte,  scheint  die 
verminderte  TLR2‐Proteinexpression nach  2  Stunden nicht  ausreichend  für  eine messbare 
Verminderung des Reperfusionsschadens zu sein.   
Nachdem  in  den  TLR2‐defizienten  Tieren  eine  deutlich  erhöhte  Akt1‐Proteinexpression 
nachgewiesen  werden  konnte,  wurde  diese  auch  in  den  Biglykan‐defizienten  Tieren 
überprüft. In Bgn‐/0‐Herzen konnte im Vergleich zum WT nach 30‐minütiger Ischämie und 24‐
stündiger Reperfusion keine veränderte Akt1‐Proteinexpression nachgewiesen werden. Da in 
diesen  Tieren  keine  Protektion  nach MI/R  nachgewiesen werden  konnte,  unterstützt  dies 
auch  das  Ergebnis,  dass  die  Kardioprotektion  in  den  TLR2‐/‐‐Tieren maßgeblich  durch  die 
vermehrte Proteinexpression von Akt1 beeinflusst wird.  
Der  fehlende  protektive  Effekt  im  knockout weist  darauf  hin,  dass  Biglykan während  des 
MI/R  in  Bezug  auf  die  akute  Ausprägung  des  Myokardschadens  nach  24‐stündiger 
Reperfusion  keine,  beziehungsweise  nur  eine  untergeordnete  Rolle  spielt.  Die  vermehrte 
Biglykanexpression, welche von Westermann et al. nach permanentem  Infarkt beschrieben 
wurde,  ist  wahrscheinlich  nur  auf  die  Rolle  von  Biglykan  als  für  die  Gewebeintegrität 
wichtiges  Matrixmolekül  im  Verlauf  der  Narbenbildung  nach  myokardialer  Ischämie 
zurückzuführen [103].  
Wie  bereits  erwähnt,  liegt  durch  den  protektiven  Effekt  der  TLR2‐Defizienz  bei MI/R  der 










daher, mit  Hilfe  der  Stimulation  eines  Zellkultursystems  das  Plasma  operierter  Tiere  auf 







Hierzu  wurden  zunächst  HEK293  Zellen  verwendet,  welche  normalerweise  kein  TLR2 
exprimieren. Diese sind als Zellsystem erhältlich, bei dem HEK293 Zellen mit humanem oder 
murinem TLR2 sowie einem NFκB‐gekoppelten SEAP‐Reporter transfiziert sind, so dass hier 
die  Aktivierung  von  NFκB  infolge  TLR2‐Stimulation  anhand  der  sezernierten  SEAP‐Menge 
nachweisbar  ist. Bei den hier gezeigten Untersuchungen an HEK Blue™ hTLR2‐ und mTLR2 
Zellen  ließen  sich  bei  Stimulation  mit  Pam3Cys  deutlich  erhöhte  SEAP‐Spiegel  im 
Zellüberstand nachweisen. Bei der Stimulation mit Biglykan war erst bei Anwendung einer 
Dosis  von  100  µg/ml  Biglykan  eine  erhöhte  Sekretion  von  SEAP  zu  detektieren.  Diese 
Konzentration  ist  vor  dem  Hintergrund,  dass  Moreth  et  al.  zeigen  konnten,  dass 
zirkulierende  Konzentrationen  von  ca.  1,2  µg/ml  im  Patienten  durch  die  Aktivierung  von 
TLR2/4  den  Krankheitsverlauf  bei  systemischem  Lupus  erythematodes  beeinflussen,  als 
unphysiologisch zu erachten  [109]. Auch bei THP1X Blue Zellen, die wie die HEK293 Zellen 
mit  dem  NFκB‐gekoppelten  SEAP‐Reporter  transfiziert  sind,  und  bei  RAW264.7 
Makrophagen  ließ  sich nach Stimulation mit Pam3Cys eine Aktivierung von TLR2 bzw. von 





Schäfer  et  al.  zeigten  bei  einer  Biglykankonzentration  von  10  µg/ml  eine  deutliche 
Stimulation von TLR2 und TLR4 in HEK Zellen. Weiterhin zeigten sie in Makrophagen von WT‐
Tieren  eine  deutliche  Aktivierung  von  TNFα  nach  Stimulation  mit  Biglykan.  Bei  der 
Stimulation  von  Makrophagen  von  TLR2‐defizienten  Mäusen  war  diese  Aktivierung 
signifikant  geringer,  wobei  diese  Reduktion  in  Makrophagen  von  TLR4‐defizienten  und 
Diskussion    100 
 
TLR2/4‐doppelt‐defizienten  Mäusen  noch  deutlicher  ausgeprägt  war  [35].  Die  gleiche 
Gruppe  konnte  auch  in  einer weiteren  Arbeit  die  Rolle  von  Biglykan  als  Ligand  für  TLR2 
zeigen. Hier wiesen sie nach der Stimulation von dendritischen Zellen aus WT und TLR2‐ und 
TLR4‐defizienten  sowie  TLR2/4‐doppelt‐defizienten  Mäusen  mit  Biglykan  eine  deutliche 
Aktivierung von CXCL13 in WT‐Makrophagen nach, die in TLR2‐ und TLR4‐defizienten Zellen 
reduziert  und  in  doppelt‐defizienten  Zellen  nahezu  aufgehoben war  [109].  Schäfer  et  al. 
verwendeten  für die  Stimulation  „intaktes“ Biglykan. Dieses wurde  aus dem Medium  von 
Biglykan‐überexprimierenden  HEK293  Zellen,  die  mit  humaner  Biglykan‐cDNA  stabil 
transfiziert  wurden,  isoliert  und  mittels  Präzipitations‐  und  Chromotographietechniken 













nach  Stimulation  von  HEK  Blue™ mTLR2  Zellen,  die mit murinem  TLR2  transfiziert  sind, 
ausgeschlossen werden, da auch hier eine Aktivierung der SEAP‐Sekretion ausblieb. Eine zu 
geringe Menge des  zur Stimulation eingesetzten Plasmas als Ursache  für die ausbleibende 
NFκB‐Aktivierung  konnte  ebenfalls  ausgeschlossen werden,  da  auch  bei  Einsatz  von  50% 
Plasma keine Induktion der SEAP‐Sekretion nachgewiesen werden konnte. 
Auch  eine  zu  geringe  Sensitivität  des  SEAP‐Reporter‐Systems  als  Ursache  für  die  nicht 
nachweisbare NFκB‐Aktivierung nach Stimulation konnte ausgeschlossen werden, nachdem 
die  Proteinexpression  und  Phosphorylierung  von  IκBα,  die  der  Aktivierung  von  NFκB  die 
Phosphorylierung  und  ein  Abbau  von  IκBα  vorrausgeht,  sowie  die  Zytokinantwort  nach 










die  Stimulation  von Monozyten  um  Liganden  zu  identifizieren  [34,  35,  109,  132].  Daher 
wurde das Plasma der operierten Tiere neben den HEK Blue™ hTLR2 Zellen noch mithilfe von 
zwei  monozytären  Zellsystemen  untersucht.  Diese  Zellen  exprimieren  neben  TLR2  auch 
TLR4. Da auch bei TLR4‐Defizienz ein Vorteil nach MI/R beschrieben  ist, konnte so auch die 
Funktionalität des Systems, das Plasma operierter Tiere mithilfe der Stimulation von Zellen 
auf das Vorhandensein  von  TLR‐Liganden nach MI/R  zu untersuchen,  sowohl  für  TLR2  als 
auch für TLR4 überprüft werden.  
Zunächst  wurden  THP1X  Blue™  Zellen mit  dem  Plasma  stimuliert.  Nach  Stimulation mit 
Pam3Cys war ein deutlicher SEAP‐Anstieg nachweisbar. Die Stimulation mit Plasma führte zu 
keiner NFκB‐Aktivierung mit nachfolgender SEAP‐Sekretion. 
Auch  hier  konnte  nach  Stimulation  von  murinen  RAW264.7  Makrophagen  davon 
ausgegangen  werden,  dass  die  fehlende  Aktivierung  von  NFκB  nicht  auf  den 
Speziesunterschied  zwischen  Plasma  und  Rezeptor  in  humanen  THP1X  Blue™  Zellen 
zurückzuführen war. Bei den RAW264.7 Makrophagen wurde wie bei den HEK293 Zellen, die 
Proteinexpression  und  Phosphorylierung  von  IκBα  untersucht.  Nach  Pam3Cys‐Stimulation 
ließ  sich  eine  Verringerung  der  Proteinexpression  von  IκBα  nachweisen,  die  auf  eine 
Degradation  des  Proteins  und  damit  auf  eine  Aktivierung  von  NFκB  hinweist.  Nach 
Stimulation mit Plasma  ließ sich weder eine Veränderung  in der Proteinexpression noch  im 
Gehalt  an  phosphorylierten  Protein  nachweisen.  Somit  war  auch  bei  den  monozytären 
Zellsystemen  keine  Aktivierung  von  TLR2  oder  TLR4  nach  Stimulation  mit  Plasma  von 
operierten Tieren zu detektieren.  
Da  bei  drei  verschiedenen  Zellkultursystemen  mit  dem  Plasma  operierter  Tiere  keine 
Aktivierung von TLR2 erreicht werden konnte, lässt die Möglichkeit, die fehlende Aktivierung 




Aus  den  Ergebnissen  der  Plasmastimulation,  bei  denen  nach  der  Stimulation  keine 
Aktivierung  von  TLR2  nachgewiesen  werden  konnte,  lassen  sich  verschiedene  Schlüsse 
ziehen.  Zunächst  deutet  die  fehlende  Aktivierung  nach  der  Stimulation  darauf  hin,  dass 
während MI/R TLR2‐Liganden nicht oder nur  in  sehr geringen Konzentrationen  in das Blut 
abgegeben werden. Dies würde bedeuten, dass es  sich bei der Aktivierung von TLR2 nach 
MI/R um einen auf das Herz beschränkten Prozess handelt und dass es nach MI/R nicht zur 







vor  dem  Hintergrund,  dass  es  auch  nach  Einsatz  von  50%  Plasma  zu  keiner messbaren 
Aktivierung kam, relativ unwahrscheinlich.  
Nicht  endgültig  ausschließen  lässt  sich  die Möglichkeit,  dass  es  nach  Stimulation  nicht  zu 
einer  Aktivierung  von  TLR2  kam,  weil  TLR2  durch  unspezifische  Bindungen  von 
Plasmabestandteilen blockiert wurde. Für diese Erklärung spricht, dass die SEAP‐Sekretion, 
die  nach  Plasmastimulation  beobachtet wurde,  immer  etwas  geringer war  als  die  basale 
SEAP‐Sekretion, welche in der unstimulierten Kontrolle gemessen wurde.  
Die  Ergebnisse  der  Plasmastimulation  sprechen  dafür,  dass  die  Aktivierung  von  TLR2  im 
Verlauf  von  MI/R  wohl  überwiegend  über  stationäre  Liganden  im  Herzen  erfolgt.  Die 
systemische Freisetzung von Liganden lässt sich jedoch vor dem Hintergrund, dass wir zeigen 
konnten, dass TLR2 nach zwei Stunden Reperfusion nicht nur in der AR sondern auch in der 
ANR  reguliert war,  nicht  endgültig  ausschließen.  Auch  die  protektiven  Effekte  der  in  der 












Vermittlung  der  protektiven  Effekte  bei  TLR2‐Defizienz  nach MI/R  beteiligt  ist.  Die  Frage 
nach  dem  Liganden,  über  den  TLR2  bei  MI/R  aktiviert  wird,  bleibt  ungeklärt.  Das 
Matrixmolekül Biglykan konnte als prominentester Ligand bei MI/R ausgeschlossen werden, 







Alltag  in  zufriedenstellendem Maße  zu  reduzieren.  Vor  diesem Hintergrund  bieten  die  in 
dieser Arbeit und anderen Studien gezeigten protektiven Effekte der TLR2‐Defizienz, die sich 
auch  bei  Anwendung  eines  TLR2‐Antikörpers  nachweisen  ließen,  einen  neuen 
vielversprechenden  Ansatz,  den  Schaden  nach  myokardialer  Ischämie/Reperfusion  zu 





TLR2‐knockout  durch  die  vermehrte  Proteinexpression  von  Akt1  vermittelt  wird.  Da 
bezüglich  der  mRNA‐Expression  keine  Unterschiede  zwischen  WT‐  und  TLR2‐/‐‐Tieren 




der  Regulation  von  Akt  sind  unter  anderem Ubiquitin‐abhängige  und  Caspase‐vermittelte 
Abbauprozesse beschrieben  [136].  In weiteren Studien  sollte geklärt werden, ob  zwischen 
knockout‐ und WT‐Tieren Unterschiede in der Aktivität der Abbauprozesse bestehen.  
Die in dieser Arbeit gezeigte Reduktion der Infarktgröße im TLR2‐defizienten Tier zeigt, dass 
die Aktivierung  von  TLR2  das Ausmaß  des myokardialen  Schadens  nach MI/R  beeinflusst. 
Geht  man  aufgrund  der  Ergebnisse  dieser  Arbeit  nun  davon  aus,  dass  die  systemische 
Aktivierung von TLR2 durch endogene Liganden über das Blut keine Rolle spielt, scheint es 
sich  bei  der  Vermittlung  des  Ischämie/Reperfusionsschadens  über  TLR2‐Aktivierung  um 
einen  Inflammationsprozess zu handeln, der  lokal auf das Myokard beschränkt  ist. Um dies 
näher  zu  analysieren,  könnte das Proteinlysat der AR und der ANR  zur  Stimulation der  in 
dieser Arbeit untersuchten Zellen verwendet werden. Sollte dabei eine Aktivierung von TLR2 
nachgewiesen werden,  könnte  das  ein Hinweis  auf  eine  gezielte  Freisetzung/Bildung  von 





Bei  Biglykan‐defizienten  Tieren  konnte  keine  Protektion  nach  MI/R  im  Vergleich  zu 
Wildtyptieren nachgewiesen werden, so dass davon ausgegangen werden muss, dass es sich 
bei  Biglykan wahrscheinlich  nicht  um  den wichtigsten  Liganden  von  TLR2 während MI/R 
handelt.  Daher  sollten  in  nachfolgenden  Studien  auch  noch  andere  in  der  Literatur 
beschriebene  Liganden,  wie  zum  Beispiel  HMGB1  oder  Versican  auf  ihre  Rolle  bei MI/R 
untersucht werden  [132,  137].  Um  die  Rolle  von  Biglykan  endgültig  zu  klären,  sollte  die 
myokardiale  Schädigung  nach  MI/R  bei  Biglykan‐überexprimierenden  WT‐  und  TLR2‐
knockout  Tieren  untersucht werden, wie  sie  in  der  Studie  von Moreth  et  al.  beschrieben 
wurden  [109].  Sollte  bei  den  Biglykan‐überexprimierenden  WT‐Tieren  eine  gesteigerte 
myokardiale  Schädigung  gegenüber  Biglykan‐überexprimierenden  TLR2‐/‐‐Tieren 
nachgewiesen  werden,  würde  dies  zumindest  die  Beteiligung  von  Biglykan  an  der 
Aktivierung von TLR2 in unserem Modell belegen.  












Der Myokardinfarkt  ist  immer noch eine der häufigsten Todesursachen  in Deutschland. Als 
Therapie der Wahl gilt die möglichst zeitnahe Reperfusion des ischämischen Gebiets. Bei der 
Reperfusion  tritt das  sogenannte  „Reperfusionssyndrom“  auf. Dabei  kommt es  im Verlauf 
der  Wiederdurchblutung  des  ischämischen  Gebietes  zu  einer  weiteren  Schädigung  des 
Gewebes. Das „Reperfusionssyndrom“  ist unter anderem durch eine massive  Inflammation 
charakterisiert.  
Bis  heute  wurden  verschiedene  Ansätze  gewählt,  um  die  myokardiale  Schädigung  nach 
Ischämie/Reperfusion  zu  reduzieren.  Bislang  konnte  jedoch  keiner  dieser  Ansätze  im 
klinischen Alltag zufriedenstellende Ergebnisse liefern. Ein neuer, vielversprechender Ansatz 
ist  die  Modulation  von  Toll‐like  Rezeptor  2  (TLR2),  einem  Rezeptor  des  angeborenen 
Immunsystems. Wir und andere konnten zeigen, dass die genetische Defizienz von TLR2 und 
die  Inhibition  von  TLR2  bei  Myokardinfarkt  und  Reperfusion  unter  anderem  zu  einer 
Reduktion des myokardialen Schadens führen.  
Toll‐like  Rezeptoren  sind  sogenannte  pattern  recognition  receptors,  welche  mikrobielle 
Strukturen  erkennen.  Neben  diesen  exogenen  Liganden  erkennen  TLRs  auch  endogene 
Liganden, die  im Verlauf pathophysiologischer Prozesse  freigesetzt werden. Nach Bindung 




Molekül  Biglykan,  zu  untersuchen.  Biglykan  gehört  zur  Familie  der  small  leucin  rich 
proteoglycans und spielt insbesondere in der Ausbildung der fibrillären Struktur von Kollagen 
eine  wichtige  Rolle.  Weiterhin  wird  Biglykan  in  der  Literatur  als  Ligand  für  TLR2  in 
Makrophagen  beschrieben.  In  dieser  Arbeit  konnten  wir  zeigen,  dass  ein  genetischer 
knockout  von  Biglykan  keine  protektiven  Effekte  nach  Myokardinfarkt  und  24  Stunden 
Reperfusion  hat  und  so  zumindest  als  prominentester  Ligand  nach MI/R  ausgeschlossen 
werden  kann.  Auffällig  war  jedoch,  dass  nach  2‐stündiger  Reperfusion  die  TLR2‐
Proteinexpression bei den Biglykan‐defizienten Tieren  im Vergleich zum Wildtyp sowohl  im 






Aktivierung  nur  durch  stationäre  Liganden  unmittelbar  im Herzen  erfolgt. Daher  sollte  in 
dieser Arbeit  das  Plasma  von Mäusen  nach MI/R mit Hilfe  der  Stimulation  verschiedener 
Zellkultursysteme auf möglicherweise nach MI/R  freigesetzte Liganden untersucht werden. 




Aktivierung  von  Zellwachstum,  ‐differenzierung  und  ‐proliferation.  Die  Literatur  gibt 
Hinweise auf eine Verbindung zwischen der Aktivierung TLR2 und dem PI3K/Akt‐Signalweg. 
Daher  sollte  hier  neben  der  Frage,  wodurch  TLR2  bei  MI/R  aktiviert  wird,  auch  die 
Bedeutung  dieses  Signalwegs  für  die  Effekte  im  TLR2‐knockout  untersucht  werden.  Wir 




TLR2‐defiziente  Tiere weisen  neben  einer  reduzieren myokardialen  Schädigung  auch  eine 
deutlich geringere Letalität durch eine reduzierte Inzidenz von Arrhythmien auf. Nicht zuletzt 
von diesem Hintergrund bietet die Modifikation des TLR2‐Signalwegs ein vielversprechendes 










To  this  date  many  approaches  have  been  described  to  modify  the  reperfusion  injury 
following  myocardial  ischemia  and  reperfusion  (MI/R)  but  so  far  none  of  them  was 
successfully  translated  into  clinical  practice.  A  new,  very  promising  approach  is  the 
modulation  of  Toll‐like  receptor  2  (TLR2).  Recently we  and  others  have  shown  that  the 
genetic knockout of TLR2 or pharmacological inhibition of TLR2 with an antibody results in a 
reduction  of myocardial  damage  after MI/R.  TLRs  are  receptors  of  the  innate  immunity 
belonging  to  the  family  of  pattern  recognition  receptors  that  recognize  microbial 
components. Upon activation of TLR2 a signal transduction cascade  is  initiated that causes 
the  release  of  proinflammatory mediators.  Besides  exogenous  ligands  like  bacterial  wall 
components,  TLRs  also  recognize  endogenous  ligands  that  are  released  due  to 
pathophysiological processes.  
Endogenous  ligands responsible for activation of TLR2 during MI/R are not  identified so far 
and  the  underlying  mechanisms  of  protective  effects  due  to  TLR2  deficiency  are  not 
completely elucidated. Thus, we aimed to elucidate 1) potential ligands responsible for TLR2 
activation  and  2)  the  role  of  the  phosphoinositide‐3‐kinase  (PI3K)/Akt  pathway  for  the 
cardioprotection in TLR2‐deficient mice.  
Since  Biglycan  is  well  described  as  an  endogenous  TLR2  ligand,  we  investigated  its  role 
during MI/R. Using Biglycan‐knockout mice revealed that it had no cardio‐protective effects 
after 30 minutes of myocardial  ischemia and 24 hours of  reperfusion. Therefore  the small 
leucin rich proteoglycan could be excluded at  least as  the most prominent  ligand  for TLR2 
during MI/R.  
So  far  it  remains  unclear  whether MI/R  results  in  a  systemic  activation  of  TLR2  due  to 








The  signal  transduction  via  PI3K/Akt  plays  a  role  in  the  regulation  of  cell  survival  and  –
proliferation. Recent  studies  indicate a  link between  the activation of TLR2 and  the  signal 
transduction pathway via PI3K/Akt. Therefore we aimed to investigate the relevance of this 
pathway for the protective effects in TLR2‐knockout mice after MI/R.  
We  were  able  to  show  an  increased  Akt1‐protein  expression  in  TLR2‐knockout  animals 
compared to wildtype animals. Additionally we demonstrated that the protective effects  in 
knockout mice are mediated by Akt.  
Besides  the  reduced  myocardial  damage,  TLR2‐deficient  mice  reveal  a  reduction  in  the 
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